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GEBRUIKTE AFKORTINGEN 
Λ MP 
ЛПР 
ATP 
ADPR 
ADPRP 
CMP 
CDP 
CT Ρ 
GM Ρ 
GDP 
GTP 
IMP 
UM Ρ 
UDP 
UTP 
NAD 
NADP 
DNA 
RNA 
ТС A 
PCA 
adenosine-5 ' - monofosfaat 
adenosine-S'-difosfaat 
adenosine-S'- trifosfaat 
adenosine-S'-difosfaat-ribose 
adenosine-S'-difosfaat-ribose-fosfaat 
cytidine-5'-monofosfaat 
cytidine-5'-difosfaat 
cytidine-5'-trifosfaat 
guanosine-5'-monofosfaat 
guanosine-S'-difosfaat 
guanosine-5'-trifosfaat 
inosine-5'-monofosfaat 
uridine-5'-monofosfaat 
uridine-5'-difosfaat 
uridine-5'-trifosfaat 
nicotinamide-adenine dinucleotide 
nicotinamide-adenine dinucleotide-fosfaat 
deoxyribonucle'inezuur 
ribonucleïnezuur 
trichloorazijnzuur 
perchloorzuur 
Met de 'verhouding 260/230' enz. wordt bedoeld de verhouding van de 
extincties bij 260 en 230 πιμ (E260/E230)· 
UDP-coënzymen: UDP-glucose, UDP-galactose, UDP-acetylglucosa-
mine, UDP-acetylgalactosamine 
η = aantal experimenten 
A/U adenine nucleotiden : uracil nucleotiden 
U/UDPco uracil nucleotiden : uridinecoënzymen 
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HOOFDSTUK I 
INLEIDING 
Het toenemend inzicht in de betekenis van de nucleotiden voor het 
celmetabolisme heeft reeds tot veel studies geleid, waarin naar een 
analyse van de nucleotiden-'pool' wordt gestreefd. Potter (1953) en 
Grégoire (1962) voerden de analyse van de nucleotidenpool slechts 
kwalitatief uit. Andere auteurs (Chambón 1958, 1959, Mandel 1959, 
1961, 1963, Kulic 1960, Kempf 1961, Pechan 1963, Klethi 1965) betrekken 
hun kwantitatieve gegevens van de nucleotidenpool op het versgewicht 
van het weefsel. Dit levert bij een vergelijking van verschillende weef-
sels onderling moeilijkheden op. Winzerith (1965) en Edel (1966) daa r -
entegen bepalen de hoeveelheid vrije nucleotiden respectievelijk per 
mg eiwit en per cel. Daar bovendien bleek, dat de nucleotidenanalyses 
bij de verschillende auteurs ook bij gebruik van één celtype tot ve r -
schillende uitkomsten leidden (Chambón 1959, Heldt 1963, Winzerith 
1965), leek het ons a l le reers t zinvol om de gehele procedure: het ver-
zamelen van het mater iaal , de extractie ervan, de scheiding, identi-
ficatie en kwantitatieve bepaling van de afzonderlijke componenten, 
kritisch te testen. 
Het onderzoek is verder opgezet om een aanduiding te verkrijgen van 
een eventuele samenhang tussen de grootte van de nucleotidenpool (en 
de verhouding van de basen daarin) en verschillende fysiologische act i -
viteiten van een bepaald celtype. 
Schmitz (1960) onderscheidt verschillende nucleotidenpatronen, afhan-
kelijk van het metabolisch karakter van de cellen. 
a. Het energietype in cellen die veel energie moeten leveren, zoals 
spiercellen. De nucleotidenpool bestaat hier voor meer dan 90% uit 
pyridine- en adenine-nucleotiden. De fosforzure e s t e r s van adeno-
sine, guanosine, uridine en cytidine komen overwegend als t r i fos-
faten voor. Nucleoside-difosfaatderivaten ontbreken of zijn in ge-
ringe mate aanwezig. 
b. Het stofwisselingstype, dat voorkomt in cellen, die betrokken zijn 
bij de opbouw en afbraak van velerlei substanties, zoals b.v. de 
cellen van de lever. De nucleotidenpool bestaat maar voor ongeveer 
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55% uit pyridine- en adenine-nucleotiden; de nucleoside-difosfaten 
van guanine, cytosine en uracil nemen ook een belangrijke plaats in. 
Het nucleotidenpatroon van snelgroeiende cellen lijkt op dat van het 
stofwisselingstype. De samenstelling van de nucleotidenpool hangt dus 
blijkbaar samen met de functie van de cel . 
Schmitz betrok vooral verschillende weefsels (spier, lever) in zijn 
beschouwingen. Het leek ons zinvol om na te gaan of dergelijke func-
tionele verschillen ook bij één celtype onder verschillende omstan-
digheden op kunnen treden. Evenals Edel (1966) leek ons een verge-
lijking van de vrije nucleotiden in de verschillende celtypen per cel 
de meest reë le . 
Als object hebben wij de levercel gekozen en wel a l l e ree rs t van het 
rund. In het volwassen individu ontbreken mitoses vrijwel geheel, en 
is het aantal parenchymcellen vrijwel constant; de cellen kan men be-
schouwen als behorend tot het zuivere stofwisselingstype. Het is ech-
t e r vri j eenvoudig om naast 'volwassen' cellen ook mater iaal te ver -
zamelen van embryonale levers en van levers vlak na de geboorte. 
Bovendien is in ons laboratorium een celstam aanwezig, afgeleid van 
embryonale levercellen (Ka-Le Pieck 1961), die onder aangepaste 
omstandigheden logaritmisch groeit. Daarnaast zijn ook levercellen 
van de rat in het onderzoek betrokken, en wel cellen afkomstig van 
normale levers en van levers in actieve regenerat ie na part iële hepat-
ectomie. 
Omdat de vrije nucleotiden ui teraard ook in relat ie staan tot de 'ge-
bonden' nucleotiden (de nucleïnezuren), zijn deze laatste, vooral de kwan-
titatief meest belangrijke ribonucleïnezuren, mede in het onderzoek 
betrokken. 
In het tweede hoofdstuk wordt ingegaan op dit mater iaa l en op de 
methoden, die tenslotte gebruikt zijn om de vrije nucleotiden te ex-
t raheren, te scheiden en te identificeren. Eveneens worden daar de 
methoden beschreven om de ribonucleïnezuren van de cel te extrahe-
ren, te fractioneren en van iedere fractie de nucleotidensamenstelling 
te bepalen. 
In het derde hoofdstuk wordt de experimentele verantwoording ge-
geven van de in hoofdstuk II beschreven methoden voor extractie, 
scheiding en identificatie van de vrije nucleotiden. 
Hoofdstuk IV geeft het experimentele mater iaal voor extract ie , f rac-
tionering en nucleotidensamenstelling van de cytoplasmatische r ibo-
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nucleïnezuren, dat geleid heeft tot de beschrijving van de methoden in 
hoofdstuk II. 
In het vijfde en zesde hoofdstuk tenslotte worden de kwantitatieve ge-
gevens besproken, die met de verschillende leverceltypen verkregen 
zijn. 
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HOOFDSTUK II 
MATERIAAL EN METHODEN 
A. CELTYPEN 
1. Runderlevercellen (Ka-Le). 
Deze cellen werden in 1958 in ons laboratorium geïsoleerd uit de 
lever van een runderfoetus van + 3 maanden (Pieck 1961). De cellen 
werden op twee manieren gekweekt: 
a. Als monolayer in Carrelvaat jes met een diameter van 7 cm waarin 
5 ml medium zat, óf in Roux-flessen met 60 ml medium. De cellen 
werden om de 2 à 3 dagen van vers medium voorzien en ook steeds 
een dag voor het begin van een experiment. 
Subkweken werden iedere week gemaakt. Hiertoe werden de cellen 
van de glaswand en van elkaar losgemaakt, door het medium enige 
minuten te vervangen door een 0,25%-oplossing van trypsine (Difco). 
De t rypsine was opgelost in een calcium- en magnesiumvrije zout-
oplossing pH 7,2 - 7,4, die met fosfaat gebufferd was (Merchant 
1965). De celsuspensie werd gecentrifugeerd om de trypsine te ver -
wijderen, en de cellen werden geresuspendeerd met 8- tot 10-maal 
het oorspronkelijke volume vers medium. 
Het kweekmedium werd altijd direct voor het gebruik bereid; het 
bestond uit Hanks zoutoplossing, die zowel 0,5% lactalbumine hy-
drolysaat (Nutritional Biochemicals Corporation) als 25% kalfs-
serum bevatte. Het serum werd voor het gebruik gedurende een 
uur in een waterbad van 560C verhit. Alle chemicaliën die in de 
oplossingen gebruikt werden, waren van pro-analysi kwaliteit 
(Merck). Aan 100 ml medium werden 5000 eenheden penicilline en 
5 mg streptomycine toegevoegd (beide van Mycofarm - Delft). 
b. In suspensie in gesil iconeerde rondbodemkolven. Figuur la laat 
zien hoe de kolven van groeven zijn voorzien. Deze groeven dienen 
om een voortdurende turbulentie in de celsuspensie te verkrijgen. 
De vloeistof werd in beweging gehouden door een roerstaafje van 
teflon met staafmagneetje. Dit roerstaafje zat in een roes tv r i j -
stalen klemmetje, dat aan een roestvrijstalen as gesoldeerd was. 
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Fig.l. 
a. Kweekvat voor suspensiekweek. 
1. toevoer 5% CO2 in lucht 2. afvoer gasmengsel 3. toevoer medium of celsus-
pensie 4. roerstaafje van teflon met staafmagneet. 
b. Detailtekening van het vrij draaiende ophangpunt van de roerder. Een nylon staafje, 
aan de onderzijde afgerond (1), draait vrij in een roestvrijstalen huisje (2). 
1. Spinner flask for suspension culture. 
a. 1. inlet for 5% CO2 in air 2. outlet for gas mixture 3. inlet for medium or cell 
suspension 4. teflon coated magnetic stirring bar. 
b. Detail showing the free rotating point of the suspension of the stirring bar. A nylon 
ball (1) turns in a stainless steel case (2). 
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Deze as stak via een vrij draaibaar punt in een rubberstop. In fi­
guur 1b is de vrijdraaiende ophanging van de as in detail weerge­
geven. 
De cultuur werd gestart met een dichtheid van ongeveer 0,4 χ 10° 
cel len/ml. Na 3 à 4 dagen werd de celsuspensie, die dan een dicht-
heid had van + 1,2 χ 1θ6 cellen/ml, verdund door toevoeging van 
vers medium of door resuspensie in vers medium, nadat de cellen 
gecentrifugeerd waren. 
Het kweekmedium werd altijd direct bereid vóór het gebruik; het be-
stond uit Eagle 's ' spinner ' -medium (Grand Island Biological Company) 
dat 10% kalfsserum bevatte. Ook hier werd het serum vóór het ge-
bruik gedurende één uur verhit in een waterbad van 560C. 
2. a. Lever van een runderfoetus van + 3 maanden, 
b. Lever van een kalf van + 3 maanden. 
с Lever van een volwassen rund. 
Op het slachthuis werd zo snel mogelijk de lever uitgeprepareerd, 
gespoeld in een koude 0,9%-NaCl-oplossing om het bloed zoveel moge­
lijk te verwijderen, en onmiddellijk daarna bevroren in vloeibare N2· 
De tijd die verliep tussen het doden van het d ier en het bevriezen van 
de lever was niet altijd gelijk, waardoor het gehalte mono-, di- en t r i ­
fosfaten wat var ieer t (zie blz .ól) . 
3. a. Rattelever, afkomstig van mannelijke Wistar-rat ten van + 3 
maanden, 
b. Rattelever, 24 uur na par t ië le hepatectomie van dergelijke r a t -
ten als onder a. De hepatectomie werd verricht volgens Higgins 
en Anderson (1931). 
De lever werd onder e themarcose uit de dieren geprepareerd en d i -
rect bevroren in vloeibare N2. 
B. EXTRACTIE VAN DE VRIJE NUCLEOTIDEN 
J. Cellen, die in monolayer gekweekt waren, werden verzameld door 
trypsineren, zoals bij het maken van subkweken. Tijdens het t ryps i -
neren trad geen verl ies van nucleotiden op (zie blz.60). 
Cellen, die in suspensie gekweekt waren, werden verzameld door 
centrifugeren 5 min.bij 300 g. Voor één extractie werden óf cellen van 
12 Roux-flessen, óf 4 à 5 l i ter celsuspensie gebruikt. 
Deze gehele extractie werd uitgevoerd in de koelcel (40C), om hy-
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drolyse te voorkomen. De verzamelde cellen werden gespoeld met 
koude 0,9%-NaCl-oplossing. Na het centrifugeren werd de supernatant 
afgegoten, en werden de cellen bevroren door in de centrifugebuis 
vloeibare stikstof te schenken. De bevroren cellen werden daarna fijn-
gewreven in 10 ml 5%-trichloorazijnzuuroplossing in aceton; dat ge-
beurde in een roestvri jstalen mort ier , die gekoeld werd met een meng-
sel van vaste CO2 en aceton. Na het fijnwrijven werd de suspensie 
kwantitatief overgebracht in een met ijs gekoeld bekerglas, en werden 
10 ml 5%-trichloorazijnzuur in aqua dest toegevoegd. Er werd goed 
gemengd en na enkele minuten werd de suspensie gedurende 20 minu-
ten afgecentrifugeerd in een M.S.E.-centrifuge bij 12.000 o.p.m. (+ 
14.000 g). De supernatant, die de vrije nucleotiden bevat, werd over-
gebracht in een bekerglas in ijs en vrijgemaakt van aceton door e r 
stikstof doorheen te leiden. Het celresidu werd nog tweemaal gewas-
sen met 5%,-trichloorazijnzuur in aqua dest . Het trichloorazijnzuur 
werd uit het nucleotidenextract en de waswaters verwijderd door 
viermaal schudden met een gelijk volume ether. De res terende ether 
werd verdreven door stikstof door te leiden. Het extract werd, met 
fenolrood als indicator, geneutraliseerd met een kleine hoeveelheid 
KOH, en direct drooggevroren. 
2. Lever 
De in vloeibare stikstof bevroren lever werd tussen schoon glad pa-
pier stuk geslagen en daarna overgebracht in de gekoelde mor t ie r . 
Tijdens het fijnwrijven werd aan de mor t ie r steeds vloeibare stikstof 
toegevoegd. Het fijngewreven mater iaal werd in een bekerglas ver -
zameld en onder vloeibare stikstof bewaard, totdat de totale hoeveel-
heid lever verwerkt was. 
Met het bevroren ' leverpoeder ' werd nu verder gewerkt zoals h ier -
boven voor de cellenkweek beschreven is . 
C. BEPALING VAN DROOGGEWICHT EN HOEVEELHEID NUCLEINE-
ZUUR 
Het drooggewicht en de hoeveelheid nucleïnezuren van het celresidu 
werden bepaald om als referentie te dienen voor de berekening van 
het gehalte aan vrije nucleotiden van de diverse mater ialen. 
I . Drooggewicht 
Het celresidu werd gewassen met een mengsel van koude 96%-etha-
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nol-ether ( 3 : 1 ) . (Eventueel kan het celresidu hierna onder koude 
ethanol-96% in de koelcel bewaard worden.) Vervolgens werd het d r i e -
maal tien minuten geëxtraheerd met ethanol-96% bij 70oC i en daarna 
éénmaal met kokende ether. De suspensie van het celresidu in ether 
werd via een, tevoren gewogen, glasfilter afgezogen. In het glasfilter 
bevond zich een fi l treerpapiert je om verl ies van mater iaal te voor-
komen. Het residu op het filter werd een nacht gedroogd bij 370C en 
daarna zó lang bij 105oC tot het gewicht constant bleef. 
2. Nucleinezuurbepaling 
De nucleïnezuren werden bepaald volgens een modificatie van de 
methode van Ogur en Rosen (Kern 1960). Om na onze extractie van de 
vrije nucleotiden de nucleïnezuren kwantitatief te kunnen extraheren, 
moest de optimale hydrolysetijd voor onze celtypen vastgesteld wor-
den. Dit werd met continue hydrolyse gedaan (Wanka 1962, Thiadens 
1965). 
80 mg celpoeder (zie hoofdstuk II, C, 1) of oplossingen van 20 Mg 
DNA/ml (British Drug Flouses Ltd.) r e sp . 20 Mg RNA/ml (Boehringer) 
werden in 50 ml 0,5 N PCA gehydrolyseerd bij 70 oC. ledere 10 of 20 
minuten werd e r een monster van 3 ml genomen. Na centrifugeren 
werd in de supernatant het totale nucleïnezuurgehalte bepaald door 
meting bij 268,5 rnu. In deze zelfde supernatant werd het DNA-gehalte 
met de difenylaminereactie (Burton 1956) en het RNA-gehalte met 
de orcinoltest (Ceriotti 1955) berekend. 
In figuur 2 wordt het verloop van de hydrolyse voor zowel nucleïne-
zuur uit de verschillende celtypen, als voor RNA- en DNA-standaard 
gedurende 150-180 minuten weergegeven. 
De nucleïnezuren in de hydrolysaten werden bepaald door de extinc-
tie te meten bij 230, 260, 268,5 en 320 τημ. Indien de verhouding 260/ 
230 tussen 2,4-2,8 lag (Kern 1960, Wanka 1962), werd aangenomen, 
dat het nucleïnezuurhydrolysaat voldoende vrij was van verontreini-
gingen om voor kwantitatieve nucleïnezuurbepalingen gebruikt te kun-
nen worden. 
De E320 gaf eventuele verontreinigingen in het hydrolysaat aan. Met 
de E268,5. het isosbestische punt voor DNA en RNA, werd de totale 
hoeveelheid nucleïnezuren gemeten. De E268 5 w e r d op verontreini-
gingen gecorr igeerd door de E320 v a n d e Έ.268 5 a f t e trekken. Bij 
ieder experiment werden kalfsthymus-DNA en gist-RNA als stan­
daard meegehydrolyseerd. De gemiddelde absorptiewaarden van de 
standaard-DNA en de standaard-RNA werden gebruikt als equivalent 
voor nucleïnezuur. 
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Aanvankelijk werd het RNA bepaald volgens Wanka's modificatie van 
de orcinol-react ie . De kleur werd bij 670 τπμ en bij 435 πιμ gemeten. 
Bij zuiver RNA was de verhouding 670/435 + 2,0 onder onze proef-
omstandigheden (zie figuur 2b). Bij de RNA-bepalingen in al onze 
materialen week deze verhouding zeer s terk af. Om een juiste cor­
rect ie aan te brengen voor de bij de orcinoltest storende stoffen, zou­
den deze voor ieder gebruikt weefsel bepaald moeten worden. De hoe­
veelheid RNA werd daarom berekend uit het verschil tussen de totale 
hoeveelheid nucleïnezuren in het hydrolysaat én het DNA-gehalte in 
hetzelfde hydrolysaat (dat laatste werd bepaald volgens de methode 
van Burton (1956)). Als optimale hydrolysetijd werd 70 minuten geko-
zen (zie fig.2). Deze tijd kon bij alle weefsels toegepast worden. 
D. KOLOMCHROMATOGRAFIE 
De vrije nucleotiden uit het extract werden gescheiden op Dowex 1 x 8 
(200 - 400 mesh) in de formiaatvorm. Meestal werd een kolom ge-
bruikt van 24 cm lengte en 0,6 cm doorsnede. Nadat het extract aan 
de Dowex was geadsorbeerd, werd de Dowex uitgewassen met aqua 
dest totdat de E260 ^ 0,050 was. Dit werd gedaan om de eventueel in 
het extract aanwezige basen en nucleosiden te verwijderen. De nucleo-
tiden werden geëlueerd met oplossingen met een toenemende concen-
t ra t ie mierezuur en ammoniumformiaat. 
Het apparaat voor de gradiëntelutie bestond uit een voorraadvat, een 
mengvat (350 ml inhoud) met magnetische roerder , en de bovenbe-
schreven kolom (zie figuur 3). Voorraadvat, mengvat en kolom waren 
door slangen met elkaar verbonden. Luchtdruk, 5 cm kwik, op het 
voorraadvat pers te de vloeistof uit het voorraadvat in het mengvat, 
en van het mengvat in de kolom. De concentratie van de eluant steeg 
langzaam en asymptotisch tot die van het voorraadvat. De concentra-
Á Fig.2. De afhankelijkheid van de nucleinezuurbepaling van de extractieduur. 
^ a. Totaal nucleïnezuur. 
b. RNA, bepaald met de orcinolreactie. 
c. DNA, bepaald met de difenylaminereactie. 
Extractie in 0,5 N PCA bij ICPC. 
2. The dependence of the nucleic acid determination on the extraction time. 
a. Total nucleic acid. 
b. RNA, determined with the orcinol reaction. 
c. DNA, determined with the diphenylamine test. 
Extraction in 0.5 N PCA at 70oC. 
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Fig.3. Apparaat voor de gradientelutie. 
1. kolom 2. mengvat inhoud 350 ml 3. voorraadvat 4. toevoer perslucht. 
3. Apparatus for the formation of the elution gradient. 
1. column 2. mixing flask capacity 350 ml 3. reservoir 4. inlet of pressurized 
air. 
t ies van mierezuur en van ammoniumformiaat in het voorraadvat 
werden trapsgewijs opgevoerd. De concentratie in het mengvat werd 
niet veranderd; daardoor kon de concentratie van de elutievloeistof 
op de kolom niet plotseling veranderen. De doorloopsnelheid van de 
kolom is + 1 ml per 2 minuten. Het eluaat werd via een L.K.B.-frac­
t ieverzamelaar verzameld in fracties van 5 ml. De extinctiewaarden, 
die gemeten werden bij 260 πιμ, zijn in een grafiek uitgezet (zie fig.6 
op blz. 33/34). 
Met het systeem mierezuur-ammoniumformiaat werden de nucleo-
tiden geelueerd in de volgorde C, A, G, U, en in de volgorde mono-, 
d i- en trifosfaten (Hurlbert 1954, Chambón 1963, Edel 1966). De chro-
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matogrammen waren kwalitatief goed reproduceerbaar . Kwantitatieve 
reproduceerbaarheid was alleen mogelijk voor de totale hoeveelheid 
van verschillende nucleotiden met dezelfde base (soms dus van mono-, 
di- en trifosfaten). De kwantitatieve verschillen in mono-, d i - en t r i -
fosfaten tussen de verschillende extracten waren niet te wijten aan de 
kolomchromatografie, maar aan de manier waarop het materiaal ver-
kregen werd (zie hoofdstuk II, A, 2 en 3). De fracties, die tot één piek 
behoorden, werden verzameld en, nadat de totale extinctie bij 260 ιτιμ 
was bepaald, drooggevroren om ze zoveel mogelijk vrij te maken van 
mierezuur en ammoniumformiaat. De vloeistof van de pieken die am-
moniumformiaat bevatten, werd in het droogvriesapparaat eers t voor 
het grootste deel verdampt. Om de kristallen van ammoniumformiaat 
die achterbleven te sublimeren, werd tijdens het droogvriezen warmte 
toegevoerd met een infraroodlamp. De drooggevroren fracties werden 
papierchromatografisch nader geïdentificeerd. 
E. SPECTROFOTOMETRISCHE ANALYSE 
De extinctie van iedere van de kolom geëlueerde fractie werd direct 
gemeten bij 260 т ц , 275 τημ en, indien in de piek een gelijktijdige aan­
wezigheid van G en U werd verwacht, ook bij 280 τημ, daar de verhou­
ding 275/260 voor G en U niet veel verschilde (zie tabel I). 
De verhoudingen 275/260 en 280/260 gaven een e e r s t e aanduiding 
over de identiteit van de basen der nucleotiden, die in de piek voor­
kwamen. De verhouding 250/260, die theoretisch ook duidelijk bepa­
lend is, kon bij een elutie met mierezuur niet gebruikt worden, omdat 
mierezuur bij 250 τημ zeer s terk absorbeert . Voor de absorptie van 
mierezuur bij 260 τημ werden alle pieken gecorr igeerd, door de ge­
middelde E26O v a n e e n fractie voor en na' de piek, van iedere fractie 
uit de piek af te trekken. 
Tabel I geeft een overzicht van de voornaamste spectra le karakte­
ristieken van de nucleotiden, en van enkele basen bij pH = 2, ongeveer 
de pH van de elutievloeistof. 
Met behulp van de molaire extinctiecoëfficiënten - uit de l i teratuur 
bekend: Beaven 1955, Cohn 1957, Chambón en Mandel 1959 - zijn we 
in staat de hoeveelheid nucleotiden te berekenen. 
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T a b e l I 
Spectrale karakteristieken van enige nucleotiden en basen bij pH 2 
Spectral characteristics of some nucleotides and bases at pH 2 
adenine-nucleotiden 
cytosine-nucleotiden 
uracil-nucleotiden 
guanine-nucleotiden 
hypoxanthine-nucleotiden 
NAD en NADP 
adenine 
guanine 
hypoxanthine 
280/260 
0,22 
2,10 
0,38 
0,67 
0,25 
0,30 
0,375 
0,84 
1,40 
275/260 
0,43 
2,00 
0,64 
0,69 
0,43 
0,48 
0,62 
0,93 
0,20 
250/260 
0,85 
0,45 
0,73 
0,96 
1,68 
0,76 
1,37 
0,08 
F. PAPIERCHROMATOGRAFIE 
Wij hebben deze techniek enerzijds toegepast om de identiteit van de 
nucleotiden te bevestigen, anderzijds om de componenten van sommi-
ge mengpieken te scheiden en nader te identificeren. De papierchro-
matografie werd uitgevoerd op Whatman-papier n r . l . De samenstel-
ling van de gebruikte loopvloeistoffen is weergegeven in tabel II. 
Voor de kwantitatieve bepaling van het nucleotide in iedere vlek, werd 
deze gedurende een nacht bij kamertemperatuur in 0,1 N HCl geëlu-
eerd. Van ieder eluaat werd daarna de extinctie gemeten bij 250, 260, 
275 en 280 πιμ. De verhoudingen 250/260, 275/260 en 280/260 gaven 
naast de gevonden Rf-waarde een bevestiging van de identiteit van het 
nucleotide. Tevens konden we met behulp van de uit de literatuur be­
kende molaire extincties de hoeveelheden van de nucleotiden uit de 
verschillende vlekken berekenen. 
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T a b e l И 
Bij papierchromatografische scheiding gebruikte loopvloeistoffen 
Chromatographie eolvents used 
n r . 
loop-
vloei­
stof 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
' 
samenstell ing 
methanol : ethanol : HCl (geconcen­
t reerd) : aqua dest = 5 0 : 2 5 : 6 : 1 9 
(V/V/V/V) 
ethanol : ammoniumacetaat 1 M pH 
3,8 = 7 ,5 :3 (V/V) 
isopropanol : 1N HCl = 4 : 1 (V/V) 
butanol : pyridine : aqua dest = 6 : 4 : 
3 (V/V/V) 
isoboterzuur: ammoniak : aqua dest 
: verseen = 6 6 0 : 1 0 : 3 2 9 : 1 
(V/V/V/W) 
isoamylalcohol geschud met het 
dubbele volume 5%-Na2HP04-op-
lossing. Het mengsel i s als loop­
vloeistof gebruikt. 
richting 
opstijgend 
afdalend 
afdalend 
afdalend 
afdalend 
afdalend 
auteur 
Kirby 1955 
Paladini 1952 
Boulanger 1951 
Pontis 1955 
Elson 1954 
C a r t e r 1950 
G. CHEMISCHE ANALYSE 
Totaalfosfaat werd bepaald volgens de methode van Chen (Chen 1956). 
Eventueel voorkomen van deoxyribose werd getest met de react ie van 
Brody (Brody 1953). Deze cysteïnereactie had de voorkeur boven de 
difenylaminereactie van Burton, omdat de cysteïnereactie positief is 
voor alle typen deoxynucleotiden, terwijl het difenylaminereagens a l -
leen met de purine deoxynucleotiden reageer t . 
Hexosaminen werden bepaald met een modificatie van de reactie van 
Elson-Morgan (Allison 1965). Acetylhexosaminen werden bepaald vol-
gens de methode van Reissig (Reissig 1955), uronzuren volgens de 
methode van Bitter (Bitter 1962). 
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H. EXTRACTIE. FRACTIONERING EN NUCLEOTIDENANALYSE VAN 
CYTOPLASMATISCH RNA 
1. Extractie van cytoplasmatisch RNA 
Bij de isolering van RNA uit weefsels wordt over het algemeen ge-
bruik gemaakt van waterige extractiemiddelen. Kirby (1956) isoleerde 
voor het ee rs t hoogmoleculair RNA, waarbij fenol de eiwitten, inclu-
sief het r ibonuclease, zodanig denatureert , dat e r bij voldoende snelle 
menging weinig of geen afbraak van RNA optreedt. In tegenstelling tot 
Kirby homogeniseerde Coolsma (1966) zijn weefsel direct in fenol. 
Hierdoor wordt de ribonucleasewerking in een nog vroeger stadium 
in de extract ieprocedure zo veel mogelijk verhinderd. 
Het RNA werd met een geringe modificatie van de methode van 
Coolsma als volgt geïsoleerd, 
a. Lever. 
100 gram runderlever of kalfslever werden zo snel mogelijk na het 
doden van het dier in ijs naar het laboratorium vervoerd en daar ge-
durende een etmaal ingevroren bij -20 oC. 
10 gram bevroren lever werden in 25 ml 90% waterige fenol, waarin 
0,1% hydroxychinoline, in een M.S.E.-atomix 30 seconden afwisselend 
op top- en op halve snelheid gehomogeniseerd. Daarna werd een gelijk 
volume 0,01 M Tris-HCl-buffer pH 7,4, waarin 0,14 M NaCl en 0,01 M 
EDTA, toegevoegd en opnieuw op de hierboven aangegeven wijze 2,5 
minuut gehomogeniseerd. Het homogenaat werd door Terlenka-gaas 
gefiltreerd om vezels en weefselresten te verwijderen. De mixer werd 
nagespoeld met 25 ml fenol en 25 ml buffer. De wasvloeistoffen wer-
den na fi l treren door het Ter lenka-gaas aan het gefiltreerde homo-
genaat toegevoegd. Vervolgens werd het homogenaat 15 minuten in een 
ijsbad geroerd. 
Scheiding van fenol en waterlaag werd verkregen door 10 minuten 
te centrifugeren in een Christ-koelcentrifuge bij 50C met 1400 g. 
Meestal waren de fasen, die uit een sediment, een bruinachtige fenol-
laag, een gelatineuze tussenlaag en een opalescente waterige laag be-
stonden, de eers te maal reeds goed gescheiden. De waterige laag 
werd afgepipetteerd en koel bewaard; de fenollaag werd tussen sedi-
ment en tussenlaag uitgezogen en weggedaan. Aan tussenlaag en sedi-
ment werden 50 ml buffer en 50 ml fenol toegevoegd; vervolgens werd 
e r opnieuw enkele minuten geroerd (in een ijsbad). Daarna werden de 
fasen gescheiden door centrifugeren. Deze procedure werd nog een-
maal herhaald, maar met dit verschil , dat de fenollaag nu niet wegge-
zogen werd. 
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De waterige fasen werden gecombineerd, en e r werd laurylsulfaat 
toegevoegd tot een eindconcentratie van 0,5%. Vervolgens werd fenol 
toegevoegd in een volume dat gelijk was aan de helft van het volume 
van de totale waterige fasen. Na acht minuten schudden bij kamer-
temperatuur in een er lenmeyer met ingeslepen stop, werd gecentr i -
fugeerd. De waterige laag werd afgezogen en het RNA hieruit nee r -
geslagen door aan de waterige laag twee volumina koude 96% ethanol, 
waarin 2% kalium-acetaat, toe te voegen. Het mengsel werd een nacht 
bij -20oC bewaard. Het uitgevlokte RNA werd 3 à 4 minuten gecentr i -
fugeerd en de alcohol werd afgeschonken. De centrifugebuis lieten we 
enkele minuten uitlekken om het RNA zoveel mogelijk vrij te maken 
van alcohol. Het RNA werd opgelost in 30 tot 40 ml Tr is-HCl buffer 
pH 7,4, die 0,001 M MgCl·? bevatte. Restanten fenol werden verwijderd 
door dr iemaal uitschudden met ether. Aan de onderste opalescente 
laag werden twee volumina ethanol, die 2% kalium-acetaat bevatten, 
toegevoegd. Het RNA lieten we nu opnieuw een nacht in de diepvries 
precipi teren. Om eventueel aanwezige Polysacchariden en natr ium-
laurylsulfaat te verwijderen werd het RNA opnieuw opgenomen in 
Trisbuffer en 20 à 30 minuten gecentrifugeerd in de M.S.E. bij 
20.000 o.p.m. 
b . Runderlevercellen, gekweekt in vitro 
Deze werden op dezelfde manier verzameld als bij de nucleotiden-
extraxtie (zie hoofdstuk II, B, 1). De in vloeibare stikstof bevroren 
cellen werden gemengd met fenol en buffer, en daarna 15 minuten, 
onder koeling in ijs, geroerd. De verdere verwerking was als bij 
lever. 
2. Fractionering van het cytoplasmatisch RNA 
De fractionering van het RNA geschiedde met een Sephadex G 200-
kolom. Deze kolom had een lengte van 55 cm en een diameter van 2,5 
cm. De kolom werd met stromend leidingwater gekoeld. De elutie ge-
schiedde d.m.v. 0,05 M NaCl-oplossing, waarin aanvankelijk 0,001 M 
MgCl2 zat, in fracties van 5 ml. De doorloopsnelheid van de kolom 
was 10 ml per 30 minuten (zie figuur 4). De eers te piek bevat het 
hoogmoleculaire r ibosomale RNA, de tweede het laagmoleculaire 
RNA. De derde piek is , over het algemeen, klein en bevat hoogstwaar-
schijnlijk alleen afbraakprodukten. 
3. Nucleotidenanalyse 
Om de verhouding waarin de vier nucleotiden in het ribonucleïnezuur 
voorkomen te bepalen, werd het RNA gehydrolyseerd tot nucleotiden 
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Fig.4. Scheiding van cytoplasmatisch RNA op een Sephadex G-200-kolom met een 
lengte van 55 cm en een diameter van 2,5 cm, fracties van 5 ml. Geelueerd werd met 
0,05 M NaCl + 0,001 M MgC^. 
4. Separation of cytoplasmic RNA on Sephadex G-200 column, 55 χ 2.5 cm; fractions 
of 5 ml. Elution with 0.05 M NaCl + 0.001 M MgC^. Velocity 1 ml per 3 minutes. 
met verdunde loog. De hydrolyse werd uitgevoerd door RNA in poe-
dervorm op te nemen in 0,3 N KOH, en dit in een afgesloten buisje 
18 uur bij 370C te laten staan. Na koelen in ijs werd met PCA 70% 
aangezuurd tot pH 2. Het eventueel aanwezige DNA en de eiwitten 
slaan dan neer. Het buisje werd 1 uur in ijs bewaard om de Perchlo­
raten goed te laten neerslaan. Daarna werd onder koeling gecentri­
fugeerd en de supernatant, die de ribonucleotiden bevat, werd in de 
koude geneutraliseerd. De nu verkregen supernatant werd droogge-
vroren. De scheiding van de vier nucleotiden geschiedde op papier-
elektroforetische manier. 
De elektroforese volgens Markham en Smith (Smith 1955) werd uit­
gevoerd op Whatman-papier 3 mm in een buffer van 0,02 M natrium-
citraat pH 3,5. Het Whatman-papier 3 mm werd tevoren met zoutzuur 
gewassen en daarna zuurvrij gemaakt met aqua dest. Op een in buffer 
gedrenkte strook van 7,5 χ 52 cm, die tussen schoon filtreerpapier 
was afgebet, werd op de opbrengstreep, 18 cm van een korte zijde, 
tweemaal een hoeveelheid RNA-hydrolysaat opgebracht. Daarna werd 
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de strook in een opstelling gehangen; deze opstelling bestond uit drie 
bakjes, waarvan het middelste met tetrachloorkoolstof en de buiten-
ste met citraatbuffer gevuld waren, en wel zodanig dat ongeveer 24 cm 
van de strook in de tetra hing. De opbrenglijn is zodoende ver genoeg 
onder de tetra. De strook werd in de tetra gehouden met behulp van een 
dikke glasstaaf. De beide uiteinden bevonden zich enkele cm diep onder 
de buffer. Als elektroden dienden twee platina draadjes. Daarna werd 
gedurende 70 minuten 2000 V aangelegd, zó dat de negatieve pool aan 
de kant van de opbrenglijn was. De stroom loopt meestal op tot 6 à 9 
mA. 
De buffer werd iedere dag vers bereid. De tetra werd vervangen 
zodra de stroomsterkte tot > 9 mA toenam. Door het niveau in de 
middelste bak hoger te houden dan het niveau van de buffer in de beide 
andere bakken, werd voorkomen dat de buffer in de middelste bak 
werd geheveld. 
Na elektroforese werd de strook aan de lucht gedroogd, en werden 
de vlekken onder een UV-lamp gelokaliseerd. De vlekken werden ge-
elueerd met 2 ml 0,1 N HCL. De eluaten werden gecentrifugeerd om 
eventuele papiervezels te sedimenteren. De extinctie van de eluaten 
werd bij 260тц gemeten, en via de molaire extincties van de verschil­
lende nucleotiden werd de procentuele verhouding van nucleotiden be­
rekend. 
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HOOFDSTUK III 
EXTRACTIE. SCHEIDING EN IDENTIFICATIE 
VAN DE NUCLEOTIDEN 
Λ. EXTRACTIE 
Aanvankelijk werden de cellen, nadat zij gespoeld waren in koude 
0,9% NaCl-oplossing, gehomogeniseerd in een Potter-Elvehjem-
homogeniseerbuis in 10 volumina koude ethanol 50%. De gekweekte 
levercellen en de lever werden altijd voor de extract ie gespoeld met 
0,9% NaCl om respectievelijk medium en bloed te verwijderen. De 
vloeibare fase werd van het sediment gescheiden door 20 minuten 
centrifugeren bij 0 o C en bij 20.000 o.p.m. Na dr iemaal extraheren 
werd het alcoholextract met 2 N PC A aangezuurd tot een uiteindelijke 
zuurconcentratie van 0,3 N. Door het aanzuren worden de eventueel 
bij de extract ie opgeloste eiwitten neergeslagen. Na het centrifugeren 
werd de heldere supernatant geneutraliseerd met koude 50% KOH; na 
een uur in ijs gestaan te hebben, werd het neers lag van kaliumper-
chloraat door centrifugeren verwijderd. Het extract werd droogge-
vroren. 
Deze methode van extraheren was voor ons mater iaa l niet reprodu­
ceerbaar . Werd een extractie namelijk tweemaal gelijktijdig met het­
zelfde mater iaa l uitgevoerd, dan waren de resultaten niet identiek. 
(Zie fig.SA. De cijfers 1 en 2 stellen twee monster s voor van het­
zelfde uitgangsmateriaal.) Z e e r duidelijk blijkt, dat e r bij 1 veel m e e r 
hydrolyse optrad dan bij 2. 
Om nu na te gaan of deze hydrolyse optrad tijdens de extractie of 
tijdens de kolomchromatografische scheiding van de nucleotiden, werd 
e r een extract ie uitgevoerd, waarna het extract in tweeën werd ver -
deeld. In fig. 5B is te zien dat de percentages van AMP, ADP en ATP 
van monster 1 en 2 goed overeenstemmen. De hydrolyse trad dus op 
tijdens het extraheren van de nucleotiden. 
Het bevriezen van de cellen met vloeibare N2 voor het homogeniseren 
gaf geen enkele verbetering. Waarschijnlijk werd de temperatuur t i j -
dens het homogeniseren met de 'Po t te r ' , ondanks het koelen, toch nog 
te hoog. Minard en Davis (1962) wreven hun in N3 bevroren weefsel 
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fijn in een roestvri js talen mor t ie r , die gekoeld werd met een mengsel 
van droogijs en aceton. 
Tijdens het daaropvolgende korte homogeniseren van het mater iaal 
kwam de temperatuur nu niet boven 0 oC. De extract ie werd ook hier 
weer gelijktijdig tweemaal met hetzelfde mater iaal uitgevoerd. Uit 
figuur 5C blijkt, dat de monsters 1 en 2, afkomstig van hetzelfde uit-
gangsmateriaal , identieke resultaten geven. 
Later hebben wij de met NaCl gewassen cellen alleen fijngewreven 
in de roestvri js talen mort ier ; het homogeniseren erna lieten wij 
achterwege, aangezien deze stap geen effect op de extract ie van de 
vrije nucleotiden had (zie figuur 5D; bij 1: mor t ie r + 'Po t te r ' ge-
bruikt, bij 2: alleen mort ier ) . De extractie werd tenslotte uitgevoerd 
zoals in hoofdstuk II,В beschreven i s . 
Latere pogingen om de extractie te verbeteren faalden. Figuur 5E 
laat zien dat monster 2 op de in hoofdstuk II,В beschreven wijze be­
handeld werd, en dat bij monster 1 het aceton, in plaats van met N2, 
met behulp van een föhn uit het extract verdreven werd. 
Het resul taat van direct droogvriezen van de cellen, en het daarna 
extraheren van de vrije nucleotiden is weergegeven in figuur 5F.2. 
Het percentage ATP is zee r s terk afgenomen ten opzichte van figuur 
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A Fig.5. Vergelijking van verschillende extractiemethoden van de vrije nucleotiden, 
^ uitgedrukt in percentage AMP, ADP en ATP. 
A. Extractie met 50% alcohol, aangezuurd met PCA tot een zuurconcentratie van 0,3 N. 
Extractie tweemaal gelijktijdig met hetzelfde materiaal uitgevoerd (1 en 2). 
B. Extractie idem als Λ, maar extract daarna in tweeën verdeeld (1 en 2). 
C. Fijnwrijven van in vloeibare N2 bevroren cellen in een gekoelde stalen mortier 
met TC A in aceton. TC A in water toevoegen en homogeniseren bij OPC. Extractie 
tweemaal gelijktijdig met hetzelfde materiaal uitgevoerd. 
D. Idem als С maar: 
1. cellen fijngewreven in een mortier, daarna gehomogeniseerd in Potter-Elveh-
jem-homogenisator; 
2. cellen fijngewreven in een mortier alleen. 
E. Extractie idem als С maar: 
1. aceton met föhn verwijderd uit het extract; 
2. aceton met gasvormige Ντ verwijderd uit het extract, zoals bij C. 
F. 1. idem als C; 
2. cellen drooggevroren en daarna geëxtraheerd als C. 
5. Comparison of different extraction procedures of the free nucleotides expressed 
as percentage AMP, ADP and ATP. 
A. Extraction with 50% alcohol, acidified with 0.3 N PCA. Two extractions performed 
at the same time with the same material (1 and 2). 
B. Extraction as in A, but the extract is then divided in two equal portions (1 and 2). 
C. Cells frozen and powders in liquid nitrogen are ground in a cooled stainless steel 
mortar with TCA in acetone. ТСЛ in water is added and the mixture is homo­
genized at O^C. Extraction performed twice at the same time with the same 
material. 
D. Extraction as in С but: 
1. cells first powdered in a mortar, then homogenized in a Potter Elvehjem 
homogenizer; 
2. cells powdered only in a mortar. 
E. Extraction as in С but: 
1. acetone removed from the extract with a hairdryer; 
2. acetone removed from the extract by bubbling through gaseous nitrogen. 
F. 1. treated as in C; 
2. the cells lyophylized and then extracted as in C. 
5F.1, waar de extractie op de in hoofdstuk ΙΙ,Β beschreven wijze uit­
gevoerd werd. 
Daar TCA, dat bij de extractie werd gebruikt, zeer sterk in het U.V. 
absorbeert, werd getracht het TCA door PCA te vervangen. Dit bleek 
niet mogelijk, daar het PCA-extract met deze extractieprocedure zeer 
sterk geel-bruin gekleurd werd, terwijl het TCA-extract kleurloos 
was. 
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В. PAPIERCHROMATOGRAFIE 
De papierchromatografische scheiding van 'mengpieken' leverde 
moeilijkheden op bij de di- en de trifosfaten. Tijdens het droogvriezen 
van de vloeistof van een piek, trad e r altijd een gedeeltelijke hydrolyse 
op. Het aantal te scheiden componenten werd hierdoor vergroot, zodat 
scheiding in vele gevallen onmogelijk was. Om in de mengpieken van 
de di- en de trifosfaten de verhouding van de verschillende nucleotiden 
te bepalen, werd daarom de droge stof van de piek gedurende een uur 
bij lOCPC in 1 N HCl gehydrolyseerd, waardoor als enige componen­
ten purine-basen en pyrimidine-monofosfaten aanwezig waren. Om te 
controleren of CMP en UMP niet gehydrolyseerd werden tijdens de 
behandeling met 1 N HCl, werden standaardoplossingen van CMP en 
UMP, en de beide basen ervan, prec ies hetzelfde behandeld als de 
droge stof van de piek. Na papierchromatografische scheiding bleek, 
dat e r geen hydrolyse van CMP en UMP optrad; e r was echter wel een 
omzetting (1,5%) van CMP in UMP. Daar deze omzetting z e e r gering 
was, werd ze bij onze berekeningen verwaarloosd. Met loopvloeistof 1 
(zie tabel II) konden de hydrolyse-produkten gescheiden worden. 
Sommige 'mengpieken' werden niet gehydrolyseerd, m a a r direct pa-
pierchromatografisch gescheiden. De reden waarom niet gehydrolyseerd 
werd, a lsmede de gebruikte loopvloeistoffen, worden bij de betreffende 
pieken besproken. 
С IDENTIFICATIE VAN DE NUCLEOTIDEN 
De identificatie van de nucleotiden in de opeenvolgende fracties be­
rust op een combinatie van gegevens: 
1. de volgorde waarin de nucleotiden van de kolom komen (zie hfdst. 
II.D); 
2. spectrofotometrische gegevens; 
3. papierchromatografisch gedrag; 
4. chemische analyse. 
In figuur 6 zijn vier chromatogrammen weergegeven die typerend 
zijn voor respectieveli jk: cellen gekweekt in monolayer, cellen in 
suspensie, kalfslever en rat te lever . De nummering van de pieken in 
de verschil lende chromatogrammen is identiek. 
De elutie van de nucleotiden werd gestart met 0,1 N mierezuur in 
het voorraadvat, en aqua dest in het mengvat. De concentrat ies m i e r e ­
zuur en ammoniumformiaat in het voorraadvat werden op de in het 
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chromatogram aangegeven plaatsen opgevoerd. 
Hieronder zullen wij de chromatogrammen nader bespreken. 
Aanvankelijk werd de elutie begonnen met 0,4 N mierezuur als ee r s t e 
concentratie in het voorraadvat. De eers te piek, die van de kolom 
afkwam was meertoppig (zie figuur 7a). Later hebben wij de begin-
concentratie van het mierezuur verlaagd tot 0,1 N. De meertoppigheid 
van de ee r s t e piek bleef (zie figuur 7b), maar wel kwam CMP nu ge-
scheiden van de ee r s t e fractie van de kolom af. 
Piek 1 
Voor cellen gekweekt zowel in monolayer als in suspensie was deze 
piek zeer heterogeen. Het spectrum was drietoppig en verschoof in 
0,1 N KOH in zijn geheel naar een langere golflengte dan in 0,1 N HCl. 
Het spectrum in aqua dest lag tussen de beide andere in (zie figuur 
8). Bij r a t t e - , runder- en kalfslever was deze piek zee r variabel en 
meestal zee r klein. 
Getracht werd de bestanddelen van de piek papierchromatografisch 
te scheiden met verschillende loopvloeistoffen, nl. 2, 3 en 4. Bij het 
bekijken van het papierchromatogram onder een U.V.-lamp was e r 
s teeds een band te zien, die min of mee r groen, blauw of paa r s fluo-
rescee rde . De scheiding tussen de verschillende vlekken was onvol-
ledig. Hydrolyse van de piek in 1 N HCl gaf geen verbetering; ook nu 
waren e r na papierchromatografische scheiding met loopvloeistof 1 
geen gescheiden vlekken waar te nemen. 
Zowel de spectrofotometrische als de papierchromatografische ge -
gevens wijzen erop, dat de in deze piek voorkomende stoffen hoogst-
waarschijnlijk geen nucleotiden zijn. Bovendien bleek de fractie geen 
fosfaat te bevatten. Wel is deze piek ninhydrine positief. Bij een 
aminozuuranalyse bleek, dat de piek voor + 100% uit aminozuren of 
peptide-achtig mater iaal bestond. 
Piek 2 
In de ee r s t e fracties van de piek was de verhouding 275/260 > 1. Na 
enkele buizen daalde deze verhouding tot + 0,50. Het mater iaal van 
deze piek werd niet gehydrolyseerd met 1 N HCl - daar bij papier-
chromatografie met loopvloeistof 1 nicotinezuuramide en adenine de -
zelfde Rf-waarde hadden - , maar direct na het droogvriezen opgeno-
men in aqua dest en papierchromatografisch gescheiden met loop-
vloeistof 2. Dit gaf twee duidelijk gescheiden vlekken. De Rf-waarde 
van de ene kwam overeen met die van NAD, de Rf-waarde van de 
andere met die van CMP. Na elutie van de vlekken waren de spectra 
in overeenstemming met die van NAD en CMP. 
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A Fig.6. Chromatografie van de zuuroplosbare nucleotiden op een kolom van Dowex 
^ 1 x 8 , 0,6 χ 24 cm, fracties van 5 ml, snelheid 1 ml/2 minuten. Elutie met mierezuur 
en ammomumformiaat, inhoud mengvat 350 ml. Elutiegradienten zíjn in de grafiek 
aangegeven. 
a. Runderlevercellen gekweekt in monolayer. 
b. Runderlevercellen gekweekt als suspensie. 
c. Kalfslever. 
d. Rattelever. 
1. Aminozuren 2. CMP en NAD 3. Glutathion 4. AMP 5. NADP 6. GMP 7. UMP, 
ADPR en IMP 8. ADP 9. Guanine en adenine nucleotiden 10. Uridine coenzymen 11. 
ADPRP en GDP 12. CTP, UDP en ATP 13. GTP 14. UTP, X = xanthine, U = urinezuur. 
6. Chromatography of the acid soluble nucleotides on a column of Dowex 1 x 8 
(formate), 0.6 χ 24 cm, fractions of 5 ml. Velocity 1 ml per 2 minutes. Elution 
with formic acid and ammonium formate, capacity of the mixing flask 350 ml. 
The elution gradients are shown in the graphs. 
a. Liver cells cultured in monolayer. 
b. Liver cells cultured in suspension. 
С Calf hver. 
d. Rat liver. 
1. Amino acids 2. CMP and NAD 3. Glutathione 4. AMP 5. NADP 6. GMP 7. 
UMP, ADPR and IMP 8. ADP 9. Guanine and adenine nucleotides 10. Undine co­
enzymes 11. ADPRP and GDP 12. CTP, UDP and ATP 13. GTP 14. UTP. 
Fig.7. Invloed van de mierezuurconcentratie op het chromatografische gedrag van | 
zuuroplosbare nucleotiden van runderlevercellen in vitro op een kolom van Dowex \ 
1 x 8 , 0,6 χ 24 cm, fracties van 5 ml, snelheid 1 ml/2 minuten, inhoud mengvat 350 ml. 
a. Aanvangsconcentratie mierezuur 0,4 N. 
b. Aanvangsconcentratie mierezuur 0,1 N. 
De hoeveelheden geëxtraheerde cellen van fig.7a en 7b zijn met gelijk. 
7. The influence of the formic acid concentration on the chromatography of the acid 
soluble nucleotides in bovine liver cells m vitro on a column of Dowex 1 x 8 , formate 
0.6 χ 24 cm, fractions of 5 ml, velocity 1 ml per 2 minutes, capacity of the mixing 
flask 350 ml. 
a. 0.4 N formic acid at the start. 
b. 0.1 N formic acid at the start. 
The quantities of cells extracted in fig.7a and 7b are not equal. 
Toevoeging van KCN pH 11,0 aan het NAD resu l teerde in het karakte­
r i s t ieke spectrum met een extra-top bij 325 τημ (Colowick 1952). 
Zonder het mengvat te legen, werd na piek 2 de mierezuurconcen­
trat ie in het voorraadvat verhoogd tot 4 N. 
Piek 3 
De verhouding 275/260 in deze meesta l kleine piek was 0,50-0,60. 
Pogingen om deze piek papierchromatograftsch te scheiden, liepen 
evenals die voor piek 1 op niets uit. Ook na hydrolyse met 1 N HCl 
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fraction пг 
O.AN 
HCOOH 
was het niet mogelijk een purine base of een pyrimidine nucleotide 
aan te tonen. Waarschijnlijk hebben wij hier dus opnieuw te doen met 
een niet-nucleotide substantie. 
De spectra in 0,1 N HCl, in 0,1 N KOH en in aqua dest pH 5 (zie 
figuur 9), wijzen erop dat deze stof hoogstwaarschijnlijk geen nucleo­
tide is. Grégoire (1962) vond op deze plaats in het chromatogram ook 
een stof met een sterke absorptie bij een golflengte < 240 т ц . Daar 
de piek ninhydrine positief was, zouden eventueel ook aminozuren deze 
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Fig.8. U.V.-absorptiespectra van piek 1. 
8. U.V. absorption spectra of peak 1. 
piek kunnen veroorzaken. Na aminozuuranalyse van het monster ble­
ken als aminozuren voor te komen: glutaminezuur, cysteine en gly­
cine; en wel in dezelfde verhouding als bij glutathion. Elektroforese 
(apparaat volgens Markham en Smith; papier Whatman 3 MM; buffer: 
pyridine, azijnzuur, water in de verhouding 30 : 100: 4870; 8 volt per 
cm) gedurende 4 uur gaf dezelfde loopafstand voor piek 3 als voor de 
glutathion standaard. Beide vlekken waren mercuri-nitraat positief, 
hetgeen eveneens op de aanwezigheid van cysteine wijst (Dent 1949). 
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Fig.9. U.V.-abeorptiespectra van piek 3. 
9. U.V. absorption spectra of peak 3. 
Opmerkelijk was, dat de hoeveelheid materiaal in deze piek altijd 
vele malen groter was bij cellen die in suspensie gekweekt waren, 
dan bij rattelever, kalfslever, runderlever of bij cellen die als mono­
layer gekweekt waren. 
Piek 4 
De 275/260-verhouding bedroeg + 0,42. Dit wees op een adenine 
nucleotide. Papierchromatografische scheiding met loopvloeistof 5 
gaf een vlek, die in Rf-waarde overeenstemde met AMP. Na hydrolyse 
in 1 N HCl en papierchromatografische scheiding met loopvloeistof 1, 
was de enige aantoonbare base adenine. Per adenine-molecule werd 
een fosfaat-groep gevonden. 
In verband met deze gegevens en de plaats van de piek in het chro-
matogram, mocht aangenomen worden dat piek 4 AMP was. 
1
 ' • • • • ' • • 
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Piek 5 en 6 
Deze werden meestal tezamen genomen, omdat zij elkaar toch ge-
deeltelijk overlappen. De verhouding 275/260 in de eers te piek lag 
tussen 0,3 en 0,4, die in de tweede piek tussen 0,5 en 0,6. De ee r s t -
genoemde verhouding wees op een adenine-component, de tweede op 
een guanine- of uracil-component. Om dezelfde reden als bij piek 2 
werd het mater iaal uit deze piek niet mee r in 1 N HCl gehydroly-
seerd. 
Papierchromatografische scheiding met loopvloeistof 3 gaf twee 
duidelijk gescheiden vlekken, die dezelfde Rf-waarden hadden als 
NADP en GMP. Na elutie van de vlekken met 0,1 N HCl bleken ook de 
spectra met die van NADP en GMP overeen te komen. 
Toevoeging van KCN aan het als NADP geïdentificeerde mater iaal , 
gaf een extra-piek bij 325 τημ, zoals ook beschreven is voor NAD (zie 
piek 2). 
Na hydrolyse in 1 N HCl werden als basen gevonden: adenine, gua­
nine en nicotinezuuramide. Toevoeging van NADP aan het extract 
vóór het opbrengen op de kolom, gaf een duidelijke verhoging van 
piek 5. Hieruit bleek dus, dat piek 5 NADP en piek 6 GMP was. 
Piek 7 
De verhouding 275/260 in deze piek kon variëren tussen > 1 en 0,50, 
al naar gelang de aan- of afwezigheid van cytidinefosfaat. Papierchro-
matografische scheiding met loopvloeistof 2 gaf twee of dr ie duidelijk 
gescheiden vlekken. Na elutie van de vlekken in 0,1 N HCl werden de 
verhoudingen van de extincties 250/260, 275/260 en 280/260 bepaald. 
Uit deze verhoudingsgetallen kon vastgesteld worden, dat wij te doen 
hadden met een cytosine-, een adenine- en een uracil-component. 
De cytosine-component kwam - indien aanwezig - in Rf-waarde over-
een met CDP. Dikwijls werden alleen U- en A-componenten aange-
toond. De U-component kwam in Rf-waarde met UMP overeen. De A-
component zou ADPR kunnen zijn, zoals sommige auteurs - o.a. Gré -
goire (1962), Schmitz (1960) en Heldt (1963)- aantoonden. Dit ADPR 
zou een afbraakprodukt van NAD representeren. 
Tot nu toe was de hoeveelheid A-component in deze piek van ons ma-
ter iaal zo klein, dat het niet mogelijk was om kwantitatief aan te 
tonen, dat deze fractie per adenine 2 r ibose- en 2 fosfaatgroepen be-
zat. 
Soms kon ook een hypoxanthine nucleotide in deze piek aangetoond 
worden, die in Rf-waarde met IMP overeenkwam. Daar hypoxanthine 
en adenine dezelfde Rf-waarden hadden na papierchromatografie met 
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loopvloeistof 1, werd het mater iaal van deze piek niet in 1 N HCl ge-
hydrolyseerd. 
Piek 8 
De verhouding 275/260 bedroeg 0,42. Dit wijst op een adenine nucleo-
tide. Papierchromatografische scheiding met loopvloeistof 5 gaf twee 
vlekken, die in Rf-waarden overeenstemden met AMP en ADP. Tijdens 
het droogvriezen van de piek is waarschijnlijk een gedeelte van het 
ADP afgebroken tot AMP. 
Na hydrolyse in 1 N HCl was de enige aantoonbare base adenine. P e r 
adenine-molecule werden twee fosfaatgroepen gevonden. 
In verband met deze gegevens en de plaats van de piek in het chro-
matogram mogen wij aannemen, dat piek 8 ADP i s . 
Na piek 8 werd het 4 N mierezuur in het voorraadvat vervangen door 
4 N mierezuur waarin 0,2 M HCOONH4. In de eers te experimenten 
werd na 4 N mierezuur direct overgegaan op 4 N mierezuur waarin 0,4 
M HCOONH4, maa r door tussenvoegen van de hierboven genoemde 
lagere concentratie van ammoniumformiaat werden de la tere pieken betei 
van elkaar gescheiden. 
Piek 9 
Deze piek was soms één- , soms tweetoppig. Meestal vormt deze piek 
slechts een geringe verhoging in de grafiek (zie figuur 6). Indien de 
twee toppen goed gescheiden zijn, ligt de 275/260-verhouding van de 
eers te top tussen 0,60 en 0,70, en die van de tweede top tussen 0,40 en 
0,50. 
Na hydrolyse in 0,1 N HCl bleken e r twee basen in deze piek voor te 
komen, nl. adenine en guanine. De piek was fosfaat positief. 
Daar de hoeveelheden zeer gering waren, was het onmogelijk om 
nadere bepalingen aan deze piek te doen. 
Piek 10 
De verhouding 275/260 in deze piek bedroeg 0,60. Na hydrolyse in 
1 N HCl was het enige aantoonbare nucleotide UMP. Een fosfaatbepa-
ling in de piek gaf per uracil-molecule twee fosfaatgroepen. Pap ie r -
chromatografisch werden een aantal suikers (gebonden aan UDP), aan-
getoond (Pontis 1955). 
Na droogvriezen werd het mater iaal uit de piek in 1 ml aqua dest 
opgenomen en als volgt behandeld. 
a. Een gedeelte werd gedurende 30 min. bij 100oC gehydrolyseerd in 
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0,02 N HCl. Het hydrolysaat werd gezuiverd door passage over Dowex 
50 (Boas 1953), en daarna gedurende 24 uur gechromatografeerd met 
loopvloeistof 4. Na spuiten met anilineftaalzuur ontstonden twee bruin-
zwarte vlekken, die in Rf-waarden overeenkomen met glucose resp . 
galactose. 
b. Een gedeelte werd gedurende 30 minuten gehydrolyseerd in 0,01 
N HCl bij 100oC. Na passage over Dowex 50 en Dowex 1 werd het hy-
drolysaat gedurende 24 uur gechromatografeerd met loopvloeistof 
4 op Whatman 1 papier, dat gewassen was met boraat. De vlekken 
werden in tweeën geknipt en, of bespoten met een reagens bestaande 
uit acetylaceton + p-dimethyl-aminobenzaldehyde (1), óf alleen met 
p-dimethyl-benzaldehyde (2). Bespuiten met (1), het reagens van 
Elson en Morgan, geeft rode vlekken voor vrije hexosaminen en 
paarse vlekken voor geacetyleerde verbindingen. Bespuiten met (2) 
geeft geen react ie voor vrije hexosaminen, en een paa r se kleur 
voor geacetyleerde verbindingen. Bespuiten met zowel (1) als (2) 
gaf in ons mater iaal twee paarse vlekken. De ene kwam in Ru-
waarde overeen met die van de standaard acetylglucosamine, de 
andere met die van acetylgalactosamine (Pontis 1955). 
c. Een gedeelte werd in 2 N HCl gedurende 3 uur bij 100oC gehydro-
lyseerd. Door deze s terk zure hydrolyse werden de geacetyleerde 
hexosaminen tot vrije hexosaminen afgebroken. Het hydrolysaat 
werd gezuiverd over Dowex 1 en daarna gedurende 38 uur gechro-
matografeerd met loopvloeistof 4. Na spuiten met het reagens van 
Elson-Morgan ontstonden twee rode vlekken, waarvan de ene over-
eenkwam in R f-waarde met die van de standaard van glucosamine 
en de andere met die van galactosamine (Pontis 1955). 
d. Een gedeelte werd gedurende 3 uur bij 100oC gehydrolyseerd in 
2 N HCl, daarna drooggevroren en opgenomen in 0,5 ml aqua dest . 
Een gelijk volume 0,48% ninhydrine in 0,1 M citraatbuffer pH 4,7 
werd toegevoegd. Het mengsel werd 30 minuten verhit bij lOCPC, 
zodat door inwerking van ninhydrine, uit glucosamine arabinose 
ontstaat en uit galactosamine lyxose. Na passage van het mengsel 
over Dowex 50 en Dowex 1, werd gedurende 24 uur gechromato-
grafeerd met loopvloeistof 4. Na spuiten met anilineftaalzuur ont-
stonden twee rood-bruine vlekken, de ene met een Rf-waarde als 
de standaard van arabinose en de andere met de Rf-waarde van 
lyxose, uit de l i teratuur bekend. De papierchromatografische ge-
gevens wijzen op een alleen voorkomen van N-acetylhexosaminen 
en hexosen. 
Met de bepaling van Reissig (1955) werd het voorkomen van geace-
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tyleerde verbindingen kwalitatief bevestigd. De bepaling van Reissig 
kan echter niet gebruikt worden om acetylglucosamine en acetyl-
galactosamine kwantitatief te bepalen, omdat deze twee verbindingen 
een verschillende molaire extinctie-coëfficiënt, maar dezelfde vorm 
van absorptiecurve hebben. De verhouding van de suikers is ook na 
papierchromatografische scheiding niet te bepalen, daar de hoeveel-
heden te gering zijn om na elutie van de afzonderlijke vlekken nog be-
trouwbare kwantitatieve metingen mogelijk te maken. 
Wel kunnen we de verhouding hexosamine/hexose bepalen. Het aantal 
цтоіеп UDF, dat met behulp van de molaire extinctie van UDP bere­
kend kan worden, is gelijk aan het aantal цтоіеп suikers, d.w.z. hexos-
aminen + hexosen; de hexosaminen werden afzonderlijk kwantitatief 
bepaald volgens een gemodificeerde methode van Elson-Morgan (Al­
lison 1965), na hydrolyse van het materiaal met 2 N HCl. De UDP-
hexosen kunnen nu berekend worden uit het verschil van het totaal 
aantal цтоіеп UDP en het aantal цтоіеп hexosaminen. 
Piek 11 
De 275/260-verhouding in deze piek liep op van 0,4 aan het begin van 
de piek tot 0,6 aan het einde. Na hydrolyse in 1 N HCl en papierchro-
matografie met loopvloeistof 1, ontstonden twee vlekken, die in Rf-
waarden overeenkwamen met adenine en guanine. Dikwijls was de 
piek 2-toppig; soms zelfs waren de beide componenten bijna volledig 
gescheiden. 
Het spectrum van component a van deze piek komt overeen met dat 
van een adenine nucleotide (zie figuur 10). De bovengenoemde verhou­
ding 275/260 van + 0,4 stemde hiermee overeen. 
Schnitger (1959)ГНеИі (1963) en Brown (1962) beschreven op deze 
plaats in het chromatogram ook een adenine nucleotide. Dit zou een 
afbraakprodukt van NADPH zijn. Tijdens de extractie van de vrije 
nucleotiden in het zuur milieu zou het nicotinezuuramide van het NADPH 
afgesplitst worden. Als afbraakprodukt van het NADPH zou dan ADPRP 
ontstaan. Het spectrum van de tweede top van piek 11 is dat van een 
guanine nucleotide. De verhouding 275/260 van + 0,6 stemt hiermee 
overeen. Te oordelen naar de plaats waarop de nucleotiden van de 
kolom kwamen, zou de guaninecomponent GDP moeten zijn. Uit de 
fosfaatbepaling bleek, dat er per 1A+1G vijf P-atomen aanwezig waren; 
als dus de G-component GDP is, blijven er voor de A-component drie 
P-atomen over, zodat met enige waarschijnlijkheid de A-component 
als ADPRP geïdentificeerd kan worden. 
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Fig.lO. U.V.-absorptiespectra van de eerste top van piek 11. 
10. U.V. absorption spectra of the first maximum of peak 11. 
Piek 12 
Deze piek werd in drie fracties verdeeld: a, b en c. 
Fractie a. 
De verhouding 275/260 was > 1. Na hydrolyse in 1 N HCl en papier-
chromatografie met loopvloeistof 1, werd voornamelijk CMP en daar­
naast een geringe hoeveelheid UMP gevonden. Dit UMP is afkomstig 
van fractie b. Rekening houdend met de plaats waar het cytosine nu-
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cleotide van de kolom kwam, zou het CTP moeten zijn. Dit werd door 
fosfaatbepaling bevestigd. Frac t ie a bestaat dus uit CTP en een geringe 
hoeveelheid uraci l nucleotide. 
Fract ie b. 
De verhouding 275/260 was + 0,6. Ka hydrolyse in 1 N HCl en papier-
chromatografie met loop vloeistof 1, werden twee vlekken op het chro-
matogram gevonden, namelijk adenine en UMP. T e oordelen naar de 
plaats waarop de beide nucleotiden van de kolom kwamen, zou de ura-
cilcomponent UDP en de adeninecomponent ATP zijn. Dit werd door 
de fosfaatbepaling in de totale piek bevestigd. De positieve react ie 
van Bitter toonde aan dat e r in deze fractie een uronzuur voorkomt, 
dat gebonden is aan een nucleotide. Fract ie b bestaat dus uit UDP, 
ΛΤΡ en een nucleotide, waaraan uronzuur gebonden is; dit is z e e r 
waarschijnlijk UDP-glucuronzuur. 
Frac t ie c. 
De verhouding 275/260 was + 0,4. Na hydrolyse in 1 N HCl en papier-
chromatografie met loop vloei stof 1, werden twee vlekken gevonden: 
adenine en UMP. Hier hadden we met dezelfde menging als onder 
fractie b van deze piek te doen, hetgeen ook nu weer door een fosfaat­
bepaling bevestigd werd. In fractie b kwam voornamelijk UDP voor en 
in fractie с voornamelijk ATP. Ook in deze fractie was de react ie van 
Bitter positief. 
Piek 13 
De verhoudingen 275/260 en 280/260 waren + 0,6. Na hydrolyse in 
1 N HCl en papierchromatografie met loopvloeistof 1, werden twee 
vlekken gevonden: guanine en UMP. De hoeveelheid UMP was meestal 
gering in verhouding tot guanine. P e r base werden dr ie fosfaatmole­
culen gevonden. Piek 13 bestaat voornamelijk uit GTP en een geringe 
hoeveelheid UTP. 
Piek 14 
De verhouding 275/260 was + 0,6, en 280/260 + 0,4. Na hydrolyse in 
l.N HCl en papierchromatografie met loopvloeistof 1, werden twee 
vlekken gevonden: guanine en UMP. De verhoudingen van de concen­
t r a t i e s liggen omgekeerd dan die bij piek 13. Bij de cellenkweek, waar 
de hoeveelheid trifosfaten hoog was, had piek 14 een tweede top. Aan­
vankelijk dachten we, dat deze tweede top het nucleotide T T P zou zijn. 
Papierchromatografie van deze fractie met loopvloeistof 5 gaf al­
leen uracilcomponenten. Ook na hydrolyse in 1 N HCl en papierchro-
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Fig. l l . U.V.-absorptieepectra van de tweede top van piek 14. 
11. U.V. absorption spectra of the second maximum of peak 14. 
matografie met loopvloeistof 5, werd alleen maar het mononucleotide 
UMP gevonden. Ook was het spectrum van deze tweede top identiek 
aan dat van UTP (zie figuur 11). De reactie van Brody op deoxyribose 
was negatief. Per base werden drie fosfaatmoleculen gevonden. Piek 
14 bestond dus uit UTP en een geringe hoeveelheid GTP. 
Bij kalfslever en runderlever kwamen nog twee pieken in het chro-
matogram voor, een voor NAD en een ná NAD (zie figuur 6c). 
De eerste bleek in spectrum overeen te komen met dat van xan-
thine. Na papierchromatografie met loopvloeistof 6 (zie tabel II) 
bleek de Rf-waarde van de stof uit deze piek gelijk te zijn aan die van 
xanthine. 
E 
0.8 
0.6 
U 
0.2 
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De piek na NAD werd hiervan gescheiden via een kleine Dowex 50-
kolom. In neutraal milieu hechtte NAD aan Dowex 50. Het eluaat bleek 
in spectrum overeen te komen met urinezuur. De reactie van Sal-
kowski (Schoorl 1941) op urinezuur gaf een donkerrode kleur, die na 
toevoeging van alkali paars werd; de reactie was dus duidelijk posi-
tief. 
In tabel III (blz.48) wordt een overzicht gegeven over de identificatie 
van alle nucleotiden. 
47 
T a b e l III 
Identificatie van de vrije nucleotiden 
Identification of the free nucleotides 
nummer 
piek 
van 
Dowex 
1x8 
kolom 
1 
2 
3 
4 
5 
б 
7 
8 
9 
10 
U 
12 a) 
Ь) 
с) 
13 
14 
papierchromato-
grafische scheiding 
nr. 
loop-
vloei-
stof* 
2 
1.5 
1,3 
1,3 
1,2 
1.5 
1.2 
1 
1.5 
1.5 
geïdentificeerd 
als 
CMP 
NAD 
glutathion 
AMP 
NADP 
GMP 
CDP 
UMP 
IMP 
ADPR? 
ADP 
? 
UDP-acetyl-
glucosamme 
UDP-acetyl-
galactosamine 
UDP- glucose 
UDP-galactose 
ADPRP? 
GDP 
CTP 
UDP 
UDP 
ATP 
UDP 
ATP 
GTP 
UTP 
GTP 
UTP 
base 
cytosme 
adenine 
nicotinezuur-
amide 
adenine 
adenine 
nicotinezuur-
amide 
guanine 
cytosine 
uracil 
hypoxanthine 
adenine 
adenine 
adenine 
guanine 
uracil 
adenine 
guanine 
cytosine 
uracil 
uracil 
adenine 
uracil 
adenine 
guanine 
uracil 
guanine 
uracil 
Ρ-totaal 
per 
molecule 
1 
2 
1 
3 
1 
2 
2 
3 
2 
3 
2 
2 
3 
2 
3 
3 
3 
3 
3 
hexose 
? 
acetyl-
glucosamine 
acetyl-ga-
lactosamine 
glucose 
galactose 
uronzuur 
uronzuur 
bijzonderheden 
aminozuren 
elektroforese 
buffer: pyrirmdine 
azijnzuur, water 
* Zie tabel II. 
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HOOFDSTUK IV 
EXTRACTIE EN FRACTIONERING VAN RNA 
A. EXTRACTIE 
Aanvankelijk hebben we getracht zowel cytoplasmatisch als nucleair 
RNA te isoleren. Het cytoplasmatisch RNA werd geëxtraheerd, ge-
fractioneerd en de nucleotidenanalyse uitgevoerd, zoals aangegeven 
is in hoofdstuk II, H, 1, 2, 3. 
De isolatie van het nucleair RNA leverde vooral bij cellen gekweekt 
in vitro grote moeilijkheden op. De kernen van de cellen bevinden 
zich bij een fenolextractie, in morfologisch intacte vorm, in de tus-
senlaag (Georgiev 1960). Om de nucleïnezuren uit deze kernen te iso-
leren werden voor ons materiaal (runderlevercellen) de hieronder 
volgende methoden geprobeerd. 
1. SDS-extractie 
Aan de Tris-HCl buffer pH 7,4, waarin zich 0,14 M NaCl en 0,01 
M EDTA bevond, werd natriumlaurylsulfaat (SDS) toegevoegd tot een 
uiteindelijke concentratie van 0,5%. Na enige minuten schudden van de 
tussenlaag met deze SDS-buffer werd er gecentrifugeerd; de nucleïne-
zuren werden neergeslagen met twee volumina koude ethanol, waarin 
2% kaliumacetaat. Het nucleïnezuumeerslag was slijmerig en onop-
losbaar in Tris-HCl-buffer pH 7,4. 
2. Verhitting interfase 
In navolging van de methode van Georgiev (1960), werden na de ex-
tractie van het cytoplasmatisch RNA, de fenollaag, de tussenlaag en 
de water laag au bain marie verwarmd tot 450C en gedurende 15 à 20 
minuten bij deze temperatuur krachtig geroerd. Hierna werd het ge-
heel in een ijsbad gekoeld tot ongeveer 10oC; daarna werd er gecen-
trifugeerd. Het bij deze temperatuur vrijkomende RNA werd 45°-RNA 
genoemd. Aan de tussenlaag + fenollaag werd opnieuw buffer toege-
voegd, en nu werd 1 minuut bij kamertemperatuur geroerd. Na cen-
trifugeren werd de waterlaag aan het reeds geïsoleerde 45°-RNA 
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toegevoegd. Daarna werd de tussenlaag + fenollaag met nieuwe buffer 
tot 650C verwarmd op de bovenbeschreven wijze. Het bij deze tem-
peratuur vrijkomende RNA werd 65°-RNA genoemd. Na wassen met 
buffer zoals bij 45°-RNA, werd de tussenlaag nu geëxtraheerd met 
een Tris-HCl buffer pH 7,4, die 0,14 M NaCl, 0,01 M EDTA en 1% 
SDS bevatte. Bij deze extractie komt naast RNA ook DNA vrij. Dit 
materiaal wordt SDS-RNA genoemd. 
De RNA's werden uit de waterlaag neergeslagen door er twee Vo-
lumina koude ethanol, waarin 2% kaliumacetaat, aan toe te voegen. 
Het mengsel werd minstens één nacht bij -20oC bewaard. Het RNA 
werd daarna op de in hoofdstuk II, H, 1 beschreven wijze vrijgemaakt 
van fenol. Alle RNA-fracties losten goed in Tris-HCl-buffer op, maar 
de reproduceerbaarheid van deze extracties liet nogal wat te wensen 
over (zie tabel IV). Ook Coolsma (1966), die dezelfde methode toe-
paste, vond geen reproduceerbare resultaten. 
T a b e l IV 
Extractie van RNA volgens de methode van Georgiev 
De vier extracties werden identiek uitgevoerd 
Extraction of RNA according to the method of Georgiev 
The four extractions were done in an identical way 
45°-RNA 
65o-RNA 
SDS-RNA 
extractie nr.I 
% 
11,8 
77,0 
11,2 
II 
% 
71,4 
18,6 
10,0 
III 
% 
79,6 
6,5 
13,9 
IV 
% 
22,1 
44,1 
33,8 
3. Andere detergentia, zoals natrium-4-aminosalicylzuur en deoxy-
cholaat, gaven geen verbetering ten opzichte van SDS. Het alcohol-
neerslag van de nucleïnezuren bleef ook nu slijmerig en onoplosbaar. 
Een dergelijk slijmerig ethanolneerslag werd ook bij T-cellen, ge-
kweekte menselijke niercellen, verkregen (P.Lohman, T.N.O. Rijs-
wijk). Dit kon alleen ondervangen worden door direct aan de intacte 
cellen detergentia toe te voegen. Op deze manier kan echter geen on-
derscheid gemaakt worden tussen cytoplasmatisch en nucleair RNA. 
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4. Uit het onderzoek van Litz ler (1964) was bekend, dat het DNA-
molecule door ul trasonore trillingen in kleinere stukken werd gebro­
ken. Aangezien het intacte DN A-molecule in het alcoholneerslag van 
d e interfase waarschijnlijk de hoofdoorzaak van de onoplosbaarheid 
van dit neers lag was, werd getracht om door een behandeling met 
ultrasonore trillingen deze moleculen te fragmenteren, en zo een 
beter oplosbaar neers lag te verkrijgen. Daarom werd geprobeerd om 
een indruk te krijgen van de invloed van ul trasonore trillingen op RNA, 
en wel op de volgende manier. Twee gelijke monsters van cytoplas-
matisch RNA werden 
- direct, 
- na 6 minuten behandelen met ul trasonore tril l ingen (M.S.E. u l t ra­
sonic desintegrator) 
gefractioneerd via een Sephadex G-200-kolom (zie tabel V). Een be­
handelingstijd met ul trasonore trillingen van 6 minuten werd gekozen, 
omdat bij kor tere tijden de variatie van de gemeten tijdsduur te groot 
werd. 
Uit de gegevens in tabel V mogen wij concluderen, dat onder invloed 
T a b e l V 
Fract ionering van cytoplasmatisch RNA (gekweekte runderlevercellen) 
via een Sephadex G-200-kolom, lengte 55 cm, d iameter 2,5 cm 
(zie hoofdstuk II, H, 2) 
1. RNA, direct gefractioneerd 
2. RNA, 6 min. behandeld met ul trasonore trillingen voor de fractio­
nering 
Fractionations of cytoplasmic RNA of cultured bovine liver cells 
on a Sephadex G-200 column, 55 χ 2.5 cm (see II, H, 2) 
1. RNA, fractionated directly 
2. RNA, treated during 6 minutes with ultrasonic vibrations, before 
the fractionation 
type RNA 
r-RNA 
s-RNA 
E 2 6 0 
1 
214 
45 
2 
212 
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van ul t rasonore trillingen het cytoplasmatisch RNA niet noemens-
waardig verandert . Behandeling van de tussenlaag met ul trasonore 
trillingen gaf een goed oplosbaar alcoholneerslag. Fract ionering van 
het interfase nucleïnezuur over Sephadex G-200 gaf alleen een meng-
sel van DNA en hoogmoleculair RNA. Laagmoleculair RNA werd niet 
gevonden. 
Het ontbreken van het laagmoleculaire RNA na fractionering, deed 
vermoeden, dat de behandeling van de interfase met ul trasonore t r i l -
lingen een verandering in het nucleaire RNA teweeg had gebracht. Wij 
hebben daarom deze methode niet toegepast. 
Uiteindelijk hebben wij ons beperkt tot de extractie van cytoplasma-
tisch RNA (zie hoofdstuk II, H, 1). 
B. FRACTIONERING 
Aanvankelijk werden de hoog- en laagmoleculaire componenten van 
het cytoplasmatisch RNA gescheiden met behulp van gemethyleerde 
albumine kiezelgoerkolommen (MAK.Mandell 1960). Deze kolom had 
een volume van 125 ml. De onderlaag, volledig bedekt kiezel-
goer, was 5 cm hoog; de middenlaag, die 16 cm hoog was, bestond uit 
een mengsel van 28% volledig bedekt en 72% zuiver kiezelgoer, en de 
bovenlaag of afdeklaag was 1 cm zuiver kiezelgoer. Volledig bedekt 
kiezelgoer werd bereid door 40 gram kiezelgoer uit te koken in 240 
ml 0,05 M natriumfosfaat-buffer pH 6,7, waarin 0,1 M NaCl. Na afkoe-
ling werd 10 ml 1% veres terde albumine-oplossing toegevoegd en 
goed gemengd. Alle kiezelgoer was gesuspendeerd in de buffer van de 
elutievloeistof, waarin 0,1 M NaCl. Als eluant werd een lineaire g ra -
diënt van 0,15 M tot 1,3 M NaCl in 0,01 M Tr i s-HCl-buffer pH 7,2 
of in 0,05 M natriumfosfaat-buffer pH 6,7 gebruikt. Lineaire zoutgra-
diënten werden gemaakt met behulp van twee communicerende vaten 
van prec ies gelijke diameter , met in beide vaten als aanvangsvolume 
300 ml. De vloeistof uit het vat met de geconcentreerde oplossing liep 
in dat met de lagere zoutconcentratie. In dit laatste vat zorgde een 
magnetische roe rde r voor een goede menging. 
Het met T r i s geëlueerde RNA had een 260/280-verhouding < 2,0. 
Dit wees op een verontreiniging in het RNA, hoogstwaarschijnlijk het 
albumine, dat mede van de kolom afkwam. Bij de fosfaat-buffer was 
de 260/280-verhouding van het geëlueerde RNA 2,0, wat op zuiver 
nucleïnezuur wees. Een nadeel van de fosfaat-buffer was, dat het fos-
faat slecht oploste in 70% alcohol. De RNA-fracties werden daarom 
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Fig. 12. Chromatografie van cytoplasmatisch RNA op een gemethyleerde albumine-
kiezelgoer (MAK) kolom, lengte 22 cm, diameter + 2,5 cm, fracties van 5 ml. 
Elutie: lineaire zoutgradiënt van 0,15 M tot 1,3 M NaCl in 0,05 M natriumfosfaat-
buffer pH 6,7. 
12. Chromatography of cytoplasmic RNA on a methylated albumin Kieselguhr (MAK) 
column, 22 χ 2.5 cm, fractions of 5 ml. Elution: linear salt gradient from 0.15 M 
(300 ml) up to 1.3 M NaCl (300 ml) in 0.05 M sodium phosphate-buffer pH 6.7. 
door droogvriezen geconcentreerd. Via een Sephadex G 25-kolom, 
diameter 2 cm, lengte 130 cm, werden de geconcentreerde RNA-
fracties fosfaatvrij gemaakt. Bij een scheiding met behulp van een 
MAK-kolom (zie figuur 12), bleef een groot gedeelte van het op de 
kolom gebrachte RNA achter. Indien na het r-RNA de MAK-kolom tot 
9(PC verhit werd, kwam er nog een UV-absorberende fractie van de 
kolom. De 260/280-verhouding van deze piek week sterk af van 2,0. 
Waarschijnlijk werd er ook albumine van de kolom vrijgemaakt. Ook 
al zouden wij de extinctie van de laatste piek helemaal als afkomstig 
van RNA beschouwen, dan nog bleef + 10% van de opgebrachte ex­
tinctie op de kolom achter. Daar wij niet wisten of er een selectief 
vasthouden van bepaalde RNA-fracties aan de kolom plaatsvond, heb­
ben wij deze scheidingstechniek niet meer toegepast. 
Het RNA werd uiteindelijk gefractioneerd op Sephadex G-200; zie 
hoofdstuk II, H, 2. 
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HOOFDSTUK V 
VERGELIJKING 
VAN DE VRIJE-NUCLEOTIDENPOOL 
IN DE VERSCHILLENDE CELTYPEN 
A. INLEIDING: MORFOLOGIE EN METABOLISCHE VERSCHILLEN 
VAN DE GEBRUIKTE CELTYPEN 
De runderlevercellen werden op twee manieren gekweekt, zoals reeds 
in hoofdstuk II beschreven is . De cellen, als suspensie gekweekt, 
groeien als afzonderlijke afgeronde cellen, terwijl de cellen, die in 
Carrelvaat jes gekweekt worden, zich op de bodem hechten en aaneen­
gesloten in monolayer groeien (zie foto I en 2), 
• Φ # V # * 
• А
0
 · л 
- W 9 * 
Foto 1. Runderlevercellen in suspensie gekweekt. Fixatie: formol, kleuring: haema-
toxyline volgens Mayer. 
Bovine liver cells cultured in suspension. Fixation: formol, coloration: mayer's 
hemalum. 
55 
Foto 2. Runderlevercellen in monolayer gekweekt. Fixatie en kleuring· AgNC^, fase-
contrast. 
Bovine liver cells cultured in monolayer. Fixation and coloration: AgNOß, phase 
contrast. 
De verdubbelingstijd van de cellen was bij beide manieren van kwe-
ken gelijk, en bedroeg 37 à 38 uur. De mitotische index in de logarit-
mische groeifase was voor beide 2 à 3%. 
De chromosomen van de leverccllenkweek wijken in aantal en vorm 
sterk af van die van Bos taurus (Meiander 1959). Meiander vond als 
diploid chromosomenaantal 60. 
De 58 autosomen hebben terminaal gelokaliseerde centromeren. liet 
X-chromosoom is submediaan ingesnoerd en behoort tot de grotere 
chromosomen. Het Y-chromosoom is eveneens submediaan ingesnoerd 
en behoort tot de kleinste chromosomen. Wanneer wij de chromosomen 
van onze cellenkweek bekijken zien we, dat niet alleen het aantal chro-
mosomen afwijkend i s , maar ook dat bijna alle chromosomen een 
mediaan centromeer hebben. Slechts enkele zijn acrocentr isch (zie 
foto 3). 
Het aantal chromosomen per cel liep uiteen van 56 tot 73. Figuur 13 
is een histogram van het aantal chromosomen. Hieruit zien wij, dat 
het meest voorkomende aantal 65-66 i s . Hoe en wanneer deze veran-
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I'oto 3. De Chromosomen van een in vitro gekweekte runderlcvercel, na hypotonische 
voorbehandeling, Rekleurd volgens Unna. 
The chromosomes of a bovine liver cell cultured in vitro after hypotonic treatment, 
coloration according to Unna. 
deringen in het chromosomengamituur zijn opgetreden, is voor de 
Ka-Le-stam niet m e e r na te gaan. Reeds twee jaar na de isolatie van 
de Ka-Le-cellijn (Pieck 1961) was het aantal chromosomen afwijkend 
van dat van het rund. 
Ken moeilijkheid bij de interpretat ie van de gegevens van de nucleo-
tidenpool blijft dus altijd wel de onzekerheid of een veranderd nucleo-
tidenpatroon in de snelgroeiende gekweekte cellen terug te voeren is 
op een fysiologische regulatie zonder meer, of (mede) berust op een 
andere genetische aanleg van de cellen in vergelijking met levercel­
len in vivo. Ondanks hun grote groeisnelheid en het veranderde chro­
mosoompatroon, zijn de cellen van onze stam niet maligne gedegene­
reerd; zij vertonen althans nog normale contact-inhibitie. Ook de cel­
len, die in suspensie gekweekt werden, vormden na overbrenging in 
Carrelvaat jes in stationaire cultuur weer een monolayer; ook hier 
t rad dan weer contact-inhibitie op. Ook het voorkomen van een grote 
hoeveelheid uridine coënzymen in de cellenkweek wijst op een niet 
maligne zijn van de gekweekte runderlevercellen (zie tabel XII) 
(Schmitz 1960, Winzerith 1965). 
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Fig. 13. Histogram van het aantal chromosomen bij de levercellen in vitro. 
13. Histogram of chromosome numbers of the bovine liver cells m vitro. 
Tijdens de groei van de cultuur treedt een sterke melkzuuruitschei-
ding in het medium op. Dit zou erop kunnen wijzen, dat de energie-
produktie in deze cellen voor het grootste deel via anaerobe verwer­
king van glucose optreedt. 
Een aanwijzing voor de overwegend anaerobe stofwisseling zou de 
door Kuyper (pers. med.) geconstateerde verschuiving in het iso-
enzympatroon van melkzuurdehydrogenase (EC 1.1.1.27) kunnen zijn. 
In de gekweekte cellen treedt namelijk een sterke verschuiving op van 
H-subeenheden naar M-subeenheden in vergelijking met het patroon 
van runderlever. Een dergelijke aanpassing werd ook door Dawson 
(1964) geconstateerd bij in vitro gekweekte cellen. 
Kuyper stelde ook vast, dat de gekweekte cellen glycogeen uit de 
opgenomen glucose konden synthetiseren, maar de omvang van deze 
58 
glycogeenvorming was gering. Toch moet glucose in een of andere 
vorm in de cel opgeslagen worden, omdat de melkzuuruitscheiding ook 
na verbruik van de glucose uit het medium doorgaat. 
De glucose in het medium kon niet door acetaat vervangen worden. 
Er treedt dan geen groei van de cellen meer op. 
Het niet kunnen verwerken van azijnzuur zou erop kunnen wijzen dat 
de citroenzuurcyclus niet werkzaam is. 
In overeenstemming hiermee is het vrijwel geheel ontbreken van 
zuurstofopname bij de gekweekte cellen. Ook de bamsteenzuur-dehy-
drogenase (EC 1.3.99.1) is niet aantoonbaar, ofschoon de morfologie 
van de mitochondrieën vrijwel normaal is. In de samenstelling van de 
nucleotidenpool zijn ook aanwijzingen te vinden voor een vrijwel ge-
heel ontbreken van aëroob metabolisme (zie blz.73), nl. het ontbreken 
van flavine-coënzymen. 
In vivo hebben runderlevercellen voornamelijk een aëroob metabo-
lisme. Het metabolisme van de lever van herkauwers is door Ballard 
(1964, 1965) onderzocht. Bij deze dieren worden grote hoeveelheden 
vetzuren, voornamelijk azijnzuur, propionzuur en boterzuur, door 
fermentatiereacties in de pensmaag geproduceerd. Deze vetzuren zijn 
de voornaamste energiebron voor de lever. Glucose wordt niet opge-
nomen, zelfs niet als het gegeven wordt in het dieet, daar het snel 
door de microörganismen uit de pensmaag in vetzuren wordt omge-
zet. Glucose, nodig voor het metabolisme van de extrahepatische 
weefsels, moet verkregen worden door gluconeogenese uit propion-
zuur en aminozuren; waarschijnlijk in de lever. Het levermetabo-
lisme van foeten van herkauwers lijkt meer op dat van monogastri-
sche dieren. De pensmaag van een herkauwer treedt uiteraard pas na 
de geboorte in werking. Ballard zag dan ook bij de ontwikkeling van 
de schapenfoetus naar het volwassen dier, verandering optreden in de 
activiteiten van verschillende enzymen. De activiteit van UDP-glucose-
a-glucaan-glucosyltransferase (EC 2.4.1.11), UDPG-pyrofosforylase 
(EC 2.7.7.9) en hexokinase (EC 2.7.1.1) is bij het volwassen dier twee-
tot driemaal zo laag als bij de foetus, terwijl de a-glucaan fosforylase 
(EC 2.4.1.1) juist bij het volwassen dier toeneemt. 
Bij monogastrische dieren, zoals de rat, wordt glucose wel geresor-
beerd, en wel voornamelijk in de darm. De lever bevat twee enzymen, 
die de fosforylering van glucose katalyseren: een niet specifieke 
hexokinase en een specifieke glucokinase (EC 2.7.1.2), die beide 
glucose op de 6-plaats fosforyleren. Glucokinase heeft een veel hogere 
59 
Michaelis-Menten-constante voor glucose dan hexokinase; stijgt het 
bloedsuikergehalte boven normaal, dan kan glucokinase de fosforyle-
ring van glucose in de lever katalyseren. 
In het leverweefsel van de runderfoetus bevinden zich nogal wat ery-
throblasten. De verhouding leverparenchymcellen: erythroblasten in de 
ons ter beschikking staande preparaten was moeilijk te bepalen. Deze 
verhouding was in de verschillende leverlobben niet gelijk. Dit maakt 
de interpretatie van de gegevens over dit weefsel zeer moeilijk en 
dubieus, omdat de relatieve bijdragen van de verschillende celtypen 
aan het totale extract van de vrije nucleotiden niet vast te stellen zijn. 
B. VERGELIJKING VAN DE VRIJE-NUCLEOTIDENPOOL IN DE VER-
SCHILLENDE CELTYPEN 
In figuur 6 (blz.34/35) zijn de elutiediagrammen van de verschillende 
celtypen weergegeven. Alvorens tot een vergelijking van de nucleo-
tidenpool in de verschillende celtypen over te gaan, zullen eerst enkele 
pieken uit het elutiediagram besproken worden, die materiaal bevat-
ten, dat wel in het U.V. absorbeerde, maar dat niet uit vrije nucleo-
tiden bestond. 
Piek 1 bestond uit een mengsel van aminozuren (zie blz.33). Deze 
piek was bij cellen van de lever van zowel rund, kalf als rat verwaar-
loosbaar klein. Bij de levercellenkweek was hij altijd duidelijk aanwe-
zig, maar er trad een duidelijk verschil op tussen de cellen, gekweekt 
als monolayer en die, gekweekt in suspensie. Gemiddeld was de hoe-
veelheid materiaal in deze piek bij de cellen in monolayer vijfmaal 
zo hoog als bij de suspensiecellen. De cellen gekweekt als monolayer 
hadden in hun voedingsmedium een hoeveelheid aminozuren die over-
eenkomt met 315 mg N per liter medium, terwijl de concentratie in het 
medium van de cellen in suspensie gekweekt 123 mg N per liter be-
droeg. In bloed komt de concentratie aan aminozuren met 6,4 mg N 
per liter overeen. De aminozuurconcentratie in de cel is afhankelijk 
van die van het haar omringende medium. Hoe hoger de aminozuur-
concentratie van het omringende medium (monolayermedium>sus-
pensiekweekmedium>bloed), hoe groter de hoeveelheid materiaal in 
piek 1. 
•Om na te gaan of vrije nucleotiden tijdens het trypsineren van de 
monolayer-cellen verloren gaan, werd de gebruikte trypsine-oplossing 
op dezelfde manier geëxtraheerd als de cellen. De trypsine-oplossing 
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bleek slechts één piek in het elutiediagram te vertonen. Het spectrum 
en de plaats in het elutiediagram van deze piek kwamen geheel over-
een met die van piek 1. Tijdens het trypsineren komt waarschijnlijk 
een gedeelte van de aminozuren in de trypsine-oplossing terecht. 
Nucleotiden werden niet in de trypsine-oplossing gevonden; zij lekken 
dus niet uit de cel tijdens het trypsineren. 
De piek, die aan AMP voorafgaat, was bij cellen in suspensie ge-
kweekt opvallend hoger dan bij alle andere gebruikte weefsels. In elk 
elutiediagram werd op deze plaats een verhoging van de E260 gevon-
den. Zoals reeds besproken op blz.38werd deze piek geïdentificeerd 
als glutathion. De toename van glutathion bij de suspensiekweek zal 
waarschijnlijk dienen om de cellen tegen het hogere zuurstofgehalte, 
ontstaan door een voortdurende doorstroming van lucht met 5% CO2, 
te beschermen. De monolayer-cellen worden daarentegen in een ge-
sloten systeem zonder beluchting gekweekt. Glutathion verhindert de 
oxydatie van de -SH-groepen van de enzymen (Guzman Barron 1951). 
Het geoxydeerde glutathion kan weer gereduceerd worden door 
NADPH of door dihydroascorbinezuur met behulp van respectieve-
lijk glutathion-reductase en ascorbinezuur-oxydase. 
Winzerith (1965) vond bij Zajdela-ascitescellen ook glutathion, maar 
kon het bij rattelever niet aantonen. In alle door ons onderzochte cel-
typen kon een geringe hoeveelheid glutathion aangetoond worden. Daar 
Winzerith met een steilere gradiënt elueerde dan wij, is de glutathion-
piek bij haar niet van AMP gescheiden. De naar verhouding grote 
hoeveelheid AMP ten opzichte van glutathion in rattelever bemoeilijkt 
het aantonen van glutathion. Bij ascitescellen ligt deze verhouding veel 
gunstiger, daar de hoeveelheid AMP veel geringer is. 
Deoxyribonucleotiden konden slechts in het totale nucleotidenextract 
van de in vitro gekweekte cellen in geringe hoeveelheden kwalitatief 
aangetoond worden. In de afzonderlijke pieken waren de hoeveelheden 
deoxyribose te klein om nog aangetoond te kunnen worden. Het percen-
tage deoxynucleotiden was 2 à 3% van de totale nucleotidenpool. 
Bij de levercellenkweek komen de vrije nucleotiden voornamelijk 
als trifosfaten voor. Er is een gering verschil tussen de suspensie-
kweek en de monolayerkweek. De mogelijkheid bestaat, dat er bij 
de cellen die als monolayer gekweekt zijn, tijdens het trypsineren 
een geringe hydrolyse van de nucleotiden opgetreden is (zie tabel VI). 
Bij alle extracten van runderlevers is het percentage trifosfaten ge-
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T a b e l VI 
De gemiddelde procentuele verdeling van een groep nucleotiden 
van dezelfde base in enkele celtypen 
Het gemiddelde wordt gevolgd door de standaardfout van het gemiddelde 
celtype 
runderlevercellen in suspensie 
runderlevercellen in monolayer 
ra t te lever 
rat te lever 24 uur na hepatectomie 
AMP 
2,8+0,3 
7,0+1,0 
14,4+3,2 
18,2+1,7 
ADP 
16,4+1,2 
22,3+2,6 
31,3+2,0 
33,7+0,7 
ATP 
80,9+1,5 
70,8+3,5 
54,3+5,1 
48,2+3,3 
UMP 
3,6+0,3 
16,9+1,7 
28,6+4,4 
35,0+3,6 
ring; dit is vermoedelijk een gevolg van de lange tijd, die verliep tus-
sen het doden van het dier en het bevriezen van de lever. 
Bij de vergelijking van de nucleotidenpool van de verschillende typen 
zijn in het vervolg steeds de mono-, di- en trifosfaten van ieder 
nucleoside bij elkaar geteld, juist vanwege de mogelijkheid van hydro-
lyse van de hogere fosfaten. Slechts in zeer gunstige gevallen immers 
zouden conclusies te trekken zijn uit verschuivingen van de onderlinge 
verhouding van de mono-, di- en trifosfaten van ieder nucleoside. 
Bij de rattelever ligt de mogelijkheid om de hydrolyse van de nucleo-
tiden te voorkomen gunstiger, daar de preparatie van de lever van een 
klein dier snel kan geschieden. Het percentage trifosfaten is bij de 
lever na hepatectomie lager dan bij de controle-lever (zie tabel VI). 
Dit wordt waarschijnlijk veroorzaakt door een extra aanspraak op de 
pool voor de aanmaak van nucleïnezuren. 
Bij de uridinecoënzymen is het UDP-glucuronzuur niet inbegrepen. 
Van dit coënzym, dat tezamen met UDP en ATP van de kolom geëlu-
eerd werd (zie blz.45), was de hoeveelheid materiaal zo klein, dat het 
niet van UDP te scheiden was en alleen kwalitatief aangetoond kon 
worden. 
Volgens de idee van Schmitz (1960) zou het nucleotidenpatroon een 
uitdrukking zijn van de functie van de cel. Zoals reeds in hoofdstuk I 
gezegd is, onderscheidt Schmitz twee hoofdtypen, namelijk: het ener-
gietype en het stofwisselingstype. 
Tot het stofwisselingstype behoren volgens Schmitz o.a. de cellen van 
de lever. 
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Mean percent distribution of a group of nucleotides 
with the same base in some types of cells 
The mean is followed by the standard error of the mean 
UDP 
19,9+1,5 
21,5+2,4 
23,0+2,2 
29,3+2,7 
UTP 
76,5+1,5 
61,6+3,1 
48,5+6,5 
35,8+3,2 
GMP 
5,2+1,0 
5,9+2,0 
11,0+1,5 
14,5+1,7 
GDP 
17,9+1,2 
22,2+4,2 
24,1+2,9 
30,5+1,9 
GTP 
76,9+2,2 
72,0+5,3 
64,9+4,0 
55,0+2,6 
CMP 
1,3 
CDP 
10,0 
CTP 
88,7 
100,0 
Geldt nu dit nucleotidenpatroon van het stofwisselingstype inderdaad 
voor alle levercellen, en ligt het nucleotidenpatroon zo vast als 
Schmitz het zich voorstelt? 
Om dit na te gaan hebben wij daarom vergeleken de nucleotidenpool 
van: 
a. normale rattelever met die van regenererende (sneldelende) ratte-
lever; 
b. rattelever met runderlever. Zoals reeds in de inleiding op blz. 59 
beschreven is, hebben ratte- en runderlever respectievelijk een 
glucose- en een vetzuurmetabolisme; 
c. runderlevers van verschillende ouderdom. In volwassenrunder-
lever worden vrijwel geen mitosen gevonden. Het aantal paren-
chymcellen is constant. In embryonale-runderlever en in runder-
lever vlak na de geboorte treden daarentegen nog wel delingen op; 
d. een in ons laboratorium aanwezige cellijn, afgeleid van embryonale-
runderlever met runderlevers van verschillende ouderdom. 
ad a. In tabel VII geven wij een vergelijking van de procentuele sa-
menstellling van de normale rattelever, afkomstig van waarnemingen 
van Winzerith (1965), van Schmitz (1963) en die van onszelf. 
Wij zien, dat onze waarnemingen en die van Winzerith (1965) vrij 
goed met elkaar overeenstemmen, maar dat de som van de pyridine + 
adenine nucleotiden, waarvoor door ons en Winzerith respectievelijk 
66,8 en 69,4% werd gevonden, afwijkt van de 55% die door Schmitz 
wordt opgegeven. 
Treedt er nu een verandering op in het nucleotidenpatroon, indien de 
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T a b e l VII 
Vergelijking van de gemiddelde procentuele verdeling 
van de vrije nucleotiden in de rattelever volgens verschillende auteurs 
η = aantal experimenten 
celtype author 
rattelever Winzerith 
rattelever Schmitz 
rattelever This thesis 
η 
6 
6 
rattenstam 
Wistar 
Wistar 
adenine 
nucleotiden 
59,8+1,6 
58,6+0,7 
guanine 
nucleotiden 
5,2+0,5 
5,3+0,1 
* In deze tabel zijn alleen de geoxydeerde pyridine nucleotiden opgenomen, daar 
anders een vergelijking met de gegevens van Winzerith niet mogelijk was. 
** Som van uracil nucleotiden en uridine coënzymen. 
fysiologische toestand van de cellen verandert? In tabel VIII wordt de 
nucleotidenpool van normale rattelever vergeleken met de nucleotiden-
pool van rattelever 24 uur na hepatectomie. 
Bij de rattelever 24 uur na hepatectomie - snel groeiende cellen dus -
is de totale hoeveelheid nucleotiden per 1000 mg drooggewicht groter 
dan bij de normale rattelever (zie tabel VIII A). Indien wij de nucleo-
tiden onderling vergelijken, dan zien wij, dat alle typen nucleotiden bij 
snelgroeiende cellen toenemen, maar dat de toename van de uracil, 
cytosine en pyridine nucleotiden relatief het sterkst is. Er treedt een 
verschuiving op in de verhouding van de nucleotiden onderling, die het 
duidelijkst tot uitdrukking komt, indien we de verschillende nucleoti-
den in procenten van het totaal vergelijken (zie tabel VIII B). Het per-
centage adenine + pyridine nucleotiden bij rattelever na hepatectomie 
(62,0) ligt lager dan bij de normale rattelever (68,3). 
Er treedt bij de levercellen na hepatectomie een duidelijke verande-
ring op in de verhouding adenine nucleotiden : uracil nucleotiden ten 
opzichte van de normale rattelever (normale rattelever A/U = 5,32, 
rattelever na hepatectomie A/U = 3,27). 
De verhouding uracil nucleotiden : uridinecoènzymen is voor beide 
typen levercellen gelijk. Ook Winzerith vond 18 uur na hepatectomie 
een dergelijke verschuiving in de verhouding adenine : uracil nucleo-
tiden ten opzichte van haar controle-rattelevers. 
64 
Comparison of the mean percental distribution of the free nucleotides 
in the liver of a rat according to different authors 
η = number of experiments 
cytosine 
nucleotiden 
uracil 
nucleotiden 
uridine 
coënzymen NAD* +NADP 
adenine + 
pyridine 
nucleotiden 
2,1+1,6 
1,3+0,3 
21,7+1,2 ** 
11,440,8 15,3+0,3 
9,6+0,8 
8,2+0,4 
69,4 
55,0 
66,8 
* In this table are only given the oxidized pyridine nucleotides because otherwise 
it was not possible to compare the data of the different authors. 
** Sum of uracil nucleotides + uridine coenzymes. 
Bij leverceljen na hepatectomie neemt de totale hoeveelheid nucleo-
tiden per cel toe ten opzichte van de normale rattelever en wel met 
48%. Zoals reeds in de inleiding gezegd is (blz. 10 ), leek ons een ver-
gelijking van de verschillende celtypen op cellulaire basis de meest 
reële. Wij komen hierop op blz. 66 nader terug. Indien wij de nucleoti-
den onderling vergelijken, dan zien wij, dat alle typen nycleotiden bij 
levercellen na hepatectomie toenemen, maar dat de toename van 
de pyrimidine en pyridine nucleotiden het grootst is. De cytosine nu-
cleotiden zijn in rattelever na hepatectomie hoger dan in de normale 
rattelever. Bij delende cellen moeten ook deoxycytosinederivaten ge-
produceerd worden; een verhoging van de cytosine nucleotiden, die 
immers in de laagste concentratie aanwezig zijn, lijkt dus aanneme-
lijk. In een snelgroeiend systeem behoren ook grote hoeveelheden 
fosfolipiden geproduceerd te worden voor o.a. nieuwe celmembranen. 
Alhoewel CDP-choline in onze extracten niet aantoonbaar was, lijkt 
toch ook een verhoging van de cytosinepool om deze reden aannemelijk. 
De toename van de uridinecoenzymen bij de snelgroeiende rattelever 
na hepatectomie komt voor het grootste deel voor rekening van de 
uridine hexosaminen. De snelle celtoename vergt snelle celmembraan-
vorming en waarschijnlijk hierdoor wordt de vorming van de UDP-
hexosaminen gestimuleerd. De celmembranen zijn immers meestal 
aan de buitenzijde met mucopolysacchariden bezet. De nucleotiden-
pool is dus blijkbaar gevoelig voor een fysiologische verandering, in 
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T a b e l Vili 
Vergelijking van de gemiddelde verdeling van de vrije nucleotiden 
in normale rattelevercel len en rattelevercel len 24 uur na hepatectomie 
A. in μηιοί per 1000 mg drooggewicht 
B. in procenten van de totale pool 
C. in .umol χ 10І0 per cel 
A 
celtype 
rat te lever 
rat te lever 24 uur na hepatectomie 
η 
6 
6 
adenine 
nucleotiden 
15,00+0,16 
18,18+0,59 
guanine 
nucleotiden 
1,35+0,03 
1,75+0,08 
cytosine 
nucleotiden 
0,32+0,07 
0,61+0,13 
В 
rat te lever 
rat te lever 24 uur na hepatectomie 
6 
6 
55,9+0,8 
46.9+0,5 
5,0+ОД 
4,6+0.3 
1,2+0,2 
1,6+0.3 
С 
rat te lever 
ra t te lever 24 uur na hepatectomie 
% toename na hepatectomie 
6 
6 
147,8+3,3 
182,8+6,5 
23,7 
13,3+0,2 
17,6+0,9 
32,3 
3,2+0,2 
6,1+1,3 
90,6 
dit geval een impuls tot celdeling, van de cel. 
Uit DNA-bepalingen van het totale mater iaa l en daarnaast per kern 
bleek, dat de hoeveelheid cellen per 1000 mg drooggewicht z e e r ver­
schillend was voor de onderzochte celtypen (zie tabel IX). De gegevens 
over DNA per kern zijn voor ratte lever afkomstig van Thomson (1953), 
en voor het rund van Vendrély (1948). De hoeveelheid DNA per cel van 
de runderlevercellen in vitro is door ons zelf bepaald. Er zijn lever-
cellen, die bij ouder worden van het d ier polyploid worden. Na cyto-
fotometrie van 110 met Feulgens reagens gekleurde runder leverkemen 
en kalfsleverkemen, werd bij beide celtypen een ééntoppig histogram 
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Comparison of the mean distribution of the free nucleotides 
in normal rat liver cells and rat liver cells 24 hours after hepatectomy 
A. in μπιοί per 1000 mg dry weight 
B. in percent of the total pool 
C. in μτηοΐ χ ІОЮ per cell 
uracil 
nucleotiden 
2,91+0,25 
5,42+0,23 
uridine 
coënzymen 
3,92+0,09 
6,97+0,42 
pyridine 
nucleotiden 
3,34+0,15 
5,86+0,58 
10,8+0,8 
14.0+0.5 
28,7+2,4 
54,6+2.6 
90.2 
14,6+0,2 
18,0+0,8 
38,7+1,2 
70,1+4,3 
81.1 
12,4+0,2 
15,1+1,3 
32,9+1.6 
59,2+6,5 
79,9 
som 
nucleotiden 
26,84+0,37 
38,78+1,30 
adenine + 
pyridine 
nucleotiden 
68,3 
62,0 
som 
nucleotiden 
264,6+5,9 
390,4+15,6 
47,5 
A/U 
5,32+0,39 
3,37+0,12 
U/UDPco 
0,75+0,06 
0,79+0,05 
uridine difosfaat-
hexosaminen 
16,0 
32,5 
103,1 
hexosen 
22,7 
37,6 
65,6 
verkregen. Hieruit blijkt dat de levercellen van rund en kalf alle de-
zelfde hoeveelheid DNA per kern bezitten en dat er dus waarschijnlijk 
geen Polyploidie optreedt. Dit stemt overeen met de gegevens over 
het DNA-gehalte per kern van Vendrély. Volgens Vendrely is de hoe-
veelheid DNA per kern voor alle typen rundercellen 6,5 χ 1 0 " ^ gram. 
Ook levercellen maken hierop geen uitzondering. De door ons bepaalde 
hoeveelheid DNA in rundersperma, die gelijk was aan 3,4 χ 10" 12 
gram per cel, stemt goed met de gegevens van Vendrély overeen. Bij 
rattelevercellen daarentegen, wordt gemiddeld 9,3 χ 10-12 g
r
am per 
kern gevonden (Thomson 1953), terwijl andere typen rattecellen + 7,0 
χ 10" 12 gram per kern bevatten. Rattelever is dus wel gedeeltelijk 
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T a b e l IX 
DNA in picogrammen per kern, DNA in mg per 1000 mg drooggewicht 
en het daaruit berekende aantal cellen p e r 1000 mg drooggewicht 
bij de verschillende celtypen 
DNA in picograms per nucleus, DNA in mg per 1000 mg dry weight 
and the calculated number of cells per 1000 mg dry weight 
of the different types of cell 
celtype 
runderlevercellen in suspensie 
runderlevercel len in monolayer 
lever kalf + 3 mnd. 
lever rund 
rat te lever 
rat te lever 24 uur na hepatectomie 
lever foetus rund 
DNA 
per 
kern 
18,3 
18,3 
6,4 
6,4 
9.3 
10,2 
6,4* 
per 1000 mg drooggewicht 
DNA 
65,32+2,04 
58,52+2,73 
17,00+0,40 
13,42+0,45 
9,47+0,22 
10,17+0,15 
44,20+1,10 
aantal cellen 
x l 0 9 
3,57+0,11 
3,20+0,15 
2,66+0,06 
2,10+0,07 
1,02+0,02 
1,00+0,01 
6,91+0,17 
* WaarGchijnlijk is de hoeveelheid DNA per cel groter, daar er in de groeifaee veel 
cellen voorkomen met een hoeveelheid DNA tussen ' 2 ^ en '4n'. 
Probably the quantity of DNA is somewhat higher than this value, because in the 
embryonic liver there are still divisions going on; i.e. there are cells with 'Зп'-Чп' 
DNA. 
polyploïd. De gegevens uit tabel IX wettigen ons inziens de idee, dat 
een vergelijking van de nucleotidenpool op cellulaire basis de meest 
reële is . 
ad b. In tabel X wordt de nucleotidenpool van rattelevercellen (glu-
cose-metabolisme) met de nucleotidenpool van runderlevercellen 
(vetzuur-metabolisme) vergeleken. 
Het percentage van de adenine + pyridine nucleotiden bij runder le-
ver (78,4) wijkt nog meer van het stofwisselingstype van Schmitz (55) 
af dan de ra t te lever (68,3). 
Opvallend is de veel grotere hoeveelheid vrije nucleotiden per cel in 
de rat te lever dan in de runderlever. De nucleotiden in de rat televercel 
zijn niet alle met dezelfde factor verhoogd ten opzichte van de runder-
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levercel. Gemiddeld is de nucleotidenhoeveelheid driemaal zo hoog als 
in de runderlevercel. De pyridine nucleotiden zijn tweemaal zo hoog, 
terwijl de uridinecoënzymen en de cytosine nucleotiden sterker ver-
hoogd zijn. 
De veel grotere hoeveelheid uridinecoënzymen van de rattelevercel 
zou functioneel van betekenis kunnen zijn voor het glucose-metabo-
lisme in de rattelevercel. Immers het UDP-glucose speelt een belang-
rijke rol bij de verwerking van glucose in de rattelever tot glycogeen. 
In de lever van het rund is het glucose-metabolisme zeer laag. Glucose 
speelt als voedingsstof nl. een veel minder belangrijke rol dan bij de 
rat. Bij runderlever wordt in het neergaande deel van de ADP-piek 
veel meer FAD gevonden dan bij de rattelever. Dit komt zeer goed 
overeen met de waargenomen sterke oxydatie van vetzuren in de lever 
van herkauwers voor de energieproduktie. In de lever van de runder-
foetus, die in metabolisme immers op die van monogastrische dieren 
lijkt, was het FAD - indien aanwezig - zo gering in hoeveelheid, dat 
het niet aantoonbaar was. 
ad c. In tabel XI worden de nucleotidenpools van runderlevercellen 
van verschillende ouderdom, foetaal, kalf + 3 mnd. en volwassen rund 
met elkaar vergeleken. 
Bij jonge-runderlevercellen (kalf) is de totale hoeveelheid nucleo-
tiden per cel groter dan bij de volwassen-runderlevercellen. De ver-
houding adenine- : uracilnucleotiden ligt bij het kalf, dat nog delende 
levercellen heeft, lager (4,26) dan die bij volwassen-runderlevercel-
len (6,04). De verhouding uracilnucleotiden : uridinecoënzymen is 
voor jonge- en volwassen-runderlevercellen gelijk. De UDP-hexosen 
zijn per cel voor kalf en rund ongeveer gelijk. De grotere hoeveel-
heid UDP-coënzymen per cel bij kalfslevercellen ten opzichte van 
runderlevercellen komt geheel voor rekening van de UDP-hexosami-
nen. Een dergelijke verschuiving in de verhouding adenine : uracil-
nucleotiden en toename in UDP-coënzymen zagen we ook bij rattelever-
cellen na hepatectomie ten opzichte van normale rattelevercellen. 
De gegevens in tabel XI omtrent de runderfoetus zijn moeilijk te 
interpreteren, daar in de lever veel erythroblasten voorkomen (zie 
blz.60). Per cel worden in tabel XI de hoeveelheden vrije nucleotiden 
voor de runderfoetus niet opgegeven, omdat de hoeveelheid DNA per 
cel waarschijnlijk niet te vergelijken is met die van een volwassen 
rund (zie tabel IX). 
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T a b e l Χ 
Vergelijking van de gemiddelde verdeling van de vrije nucleotiden 
in rattelevercel len en runderlevercellen 
A. in procenten van de totale pool 
B. in μπιοί χ 10І0 per cel 
celtype 
rat te lever 
lever rund 
6 
6 
adenine guanine cytosine 
nucleotiden nucleotiden nucleotiden 
55,9+0,8 
57,6+1,2 
5,0 +0,1 
4,65+0,7 
1,2+0,2 
0,240,1 
В 
rat te lever 
lever rund 
6 147,8+3,3 13,3+0,2 3,2+0,2 
6 46,8-t4,8 3,6+0,3 0,1 
T a b e l XI 
Vergelijking van de gemiddelde verdeling van de vrije nucleotiden 
in runderlevercellen van verschillende ouderdom 
Α. in procenten van de totale pool 
B. in μπιοί χ 10І0 per cel 
celtype 
lever rund 
lever kalf + 3 mnd. 
lever foetus rund 
η 
6 
6 
5 
adenine 
nucleotiden 
57,6+1,2 
54,9+2,1 
56,1+0,9 
guanine 
nucleotiden 
4,65+0,7 
7,6-Ю,4 
7,1+0,5 
cytosine 
nucleotiden 
0,2+0,1 
1,0+0,5 
В 
lever rund 
lever kalf + 3 mnd. 
46,8+4,8 
52,1+2,6 
3,6+0,4 
7,2+0,5 
ОД 
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Comparison of the mean distribution of the free nucleotides 
in rat liver cells and bovine liver cells 
A. in percent of the total pool 
B. in μτηοΐ χ 10І0 per cell ^ ^ _ 
uraci l 
nucleotiden 
10,8+0,8 
10,0+1,1 
uridine 
coënzymen 
14,6+0,2 
6,4+0,5 
pyridine 
nucleotiden 
12,4+0,2 
20,8+1,0 
28,7+2,4 
8,5+1,7 
38,7+1,2 
5,0+0,2 
32,9+1,6 
16,6+1,1 
adenine + 
pyridine 
nucleotiden 
68,3 
78,4 
som 
nucleotiden 
264,6+5,9 
80,6+7,2 
A/U 
5,32+0,39 
6,04+0,56 
U/UDPco 
0,75+0,06 
1,68+0,30 
uridine difosfaat-
hexosaminen 
16,0 
2,1 
hexosen 
22,7 
2.9 
Comparison of the mean distributions of the free nucleotides 
in bovine liver cells of different ages 
A. in percent of the total pool 
B. in .umol χ 10І0 per cell 
uracil 
nucleotiden 
10,0+1,1 
13,6+1,2 
10,7+0,3 
uridine 
coënzymen 
6,4+0.5 
8,6+0,3 
14,1+0,4 
pyridine 
nucleotiden 
20,8+1,0 
15,3+1,6 
11,1+0,6 
8,5+1,7 
12,9+0,9 
5,0+0,2 
8.1+0,3 
16,6+1,1 
14,6+1,4 
adenine + 
pyridine 
nucleotiden 
78.4 
70,2 
67.2 
som 
nucleotiden 
80,6+7,2 
94,8+1,9 
A/U 
6,04+0,56 
4,26+0,57 
U/UDPco 
1,68+0,30 
1,60+0.17 
uridine difosfaat-
hexosaminen 
2,1 
5,4 
hexosen 
2,9 
2,7 
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T a b e l XII 
Vergelijking van de gemiddelde verdeling van de vrije nucleotiden 
in runderlever en runderlevercellen gekweekt m vitro 
Α. in procenten van de totale pool 
В. in ,umol χ 10І0 per cel 
A 
celtype 
lever rund 
lever kalf + 3 mnd. 
rundercellen in monolayer 
rundercellen in suspensie 
η 
6 
6 
5 
6 
adenine 
nucleotiden 
57,6+1,2 
54,9+2,1 
40,0+0,8 
47,6+0,4 
guanine 
nucleotiden 
4,65+0,7 
7,6+0,4 
7,2+0,3 
7,3+0.4 
cytosine 
nucleotiden 
0,2+0,1 
l,6-tO,5 
3,8+0,2 
В 
lever rund 
lever kalf + 3 mnd. 
runderlevercel len in monolayer 
runderlevercel len in suspensie 
6 
6 
5 
6 
46,8+4,8 
52,1+2,6 
43,4+4,6 
52,9+2,2 
3,6+0,4 
7,2+0,5 
7,9+1,0 
8,2+0,7 
0,1 
1,7+0,6 
4,2+0,4 
ad d. In tabel XII wordt de nucleotidenpool van runderlevercellen ver­
geleken met die van een levercellenkweek afgeleid van de lever van 
een runderfoetus. 
Het percentage adeninenucleotiden + pyridinenucleotiden bij lever­
cellen in vitro (gemiddeld 49,2) ligt veel lager dan bij runder- (78,4) 
en kalfslever (70,2). 
Bij de snelgroeiende levercellen in monolayer of als suspensie is de 
totale hoeveelheid nucleotiden per cel 37% meer dan bij de runder­
lever en 16% meer dan bij de kalfslever. Deze toename kan praktisch 
geheel toegeschreven worden aan de pyrimidinenucleotiden. De ver­
houding adenine- : uracilnucleotiden ligt bij de levercellen in vitro ge­
kweekt, nog lager dan bij die van de levercellen van het kalf. 
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Comparison of the mean distributions of the free nucleotides 
in bovine liver and bovine liver cells cultured in vitro 
A. in percent of the total pool 
B. in μιτιοί χ ІОЮ per cell 
uraci l 
nucleotiden 
10,0+1,1 
13,6+1,2 
26,1+1,2 
23,5+0,4 
uridine 
coënzymen 
6,4+0,5 
8,6+0,3 
17,2+0,7 
14,9+0,6 
pyridine 
nucleotiden 
20,8+i ,0 
15,3+1,6 
7,8+0,6 
3,0+0,4 
8,5+1,7 
12,9+0,9 
28,1+2,7 
26,1+1,3 
5,0+0,2 
8,1+0,3 
18,5+1,3 
16,7+1,3 
16,6+1,1 
14,6+1,4 
8,4+1,0 
3,4+0,6 
adenine + 
pyridine 
nucleotiden 
78,4 
70,2 
47,8 
50,6 
som 
nucleotiden 
80,6+7,2 
94,8+1,9 
108,1+10,0 
111,3+5,6 
A/U 
6,04+0,56 
4,26+0,57 
1,61+0.11 
2,04+0,03 
U/UDPco 
1,68+0,30 
1,60+0.17 
1,51+0,04 
1,59+0,07 
uridine difosfaat-
hexosaminen 
2,1 
5.4 
13,5 
hexosen 
2,9 
2,7 
5,0 
De cytosinenucleotiden zijn in de levercellenkweek beduidend hoger 
dan in levercellen van rund en kalf, waar de hoeveelheden zo laag zijn, 
dat ze vrijwel niet aantoonbaar waren. De verhouding uracilnucleo-
tiden : uridinecoënzymen is voor de gekweekte levercellen gelijk aan 
die van het rund. Ook hier komt de hogere concentratie van de uridine-
coënzymen bij de snelgroeiende levercellenkweek voor het grootste 
deel voor rekening van de UDP-hexosaminen. 
De veranderingen, die bij de snelgroeiende levercellen in vitro op-
treden ten opzichte van de runder- en kalfslever, stemmen overeen 
met die bij de rattelever na hepatectomie ten opzichte van de normale 
rattelever. 
In de levercellenkweek kon, net als bij de runderfoetus, geen FAD 
aangetoond worden. 
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T a b e l XIII 
De gemiddelde verdeling van de pyridine nucleotiden 
in de verschillende celtypen in μπιοί χ ІОЮ per cel 
celtype 
runderlevercel len in suspensie 
runderlevercellen in monolayer 
lever kalf + 3 mnd. 
lever rund 
rat te lever 
rat te lever 24 uur na hepatectomie 
η 
6 
5 
6 
6 
6 
6 
NAD 
1,88+0,35 
5,58+0,99 
8,43+1,22 
8,58+0,86 
15,93+0,90 
32,67+4,41 
ADPR 
(=NADH) 
0,53+0,13 
1,80+0,43 
1,10+0,19 
1,45+0,33 
3,50+0,69 
8.03+1,02 
De pyridine nucleotiden 
Bij de door ons gebruikte zure extractiemethode worden de gere­
duceerde vormen van de pyridine nucleotiden, NADH en NADPH, tij­
dens de extract ie afgebroken tot respectievelijk ADPR en ADPRP. 
In tabel XIII wordt een overzicht gegeven van de hoeveelheid NAD, 
NADP en ADPR en ADPRP in de verschillende celtypen. 
NAD 
Bij alle door ons onderzochte levercellen vinden wij 
NADH > 1 en 
NADP 
NADPH 
< 1, zoals algemeen voor alle celtypen beschreven is . Een 
, NADP ,. 
uitzondering hierop vormt de lever van het rund voor de
 v i . _ , „ . . die 
NADPH 
significant verschilt van alle andere onderzochte celtypen. We be­
schouwen voor deze verhouding ADPR en ADPRP respectievelijk 
identiek aan NADH en NADPH. Bij de levercellen in vitro nemen de 
. .. NAD NADP . . . . , .. 
verhoudingen
 VT . •,,, en X 1 •„._,„ af ten opzichte van de levercellen van 0
 NADH NADPH 
kalf en rund. De anaerobe levenswijze van de levei cellen in vitro zal 
de oxydatie van het NADH sterk verminderen; met de voortdurende 
synthese van r ibose voor de nucleïnezuren staat waarschijnlijk de 
grotere hoeveelheid NADPH in de levercellen in vitro in verband. 
De hoeveelheid van alle pyridine nucleotiden, in de geoxydeerde en in 
de gereduceerde vorm, is bij de levercellen in vitro gekweekt gerin-
ger dan in de levercellen van kalf en rund. 
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The mean partition of the pyridine nucleotides 
in the different types of cells in μπιοί χ ІОЮ per cell 
NADP 
0,27+0,03 
0,28+0,10 
1,68+0,12 
3,57+0,41 
4,63+0,23 
5,98+0,53 
ADPRP 
(= NADPH) 
0,77+0,17 
0,78+0,13 
3,32+0,13 
2,97+0,23 
8,80+0,58 
13,53+1,37 
som pyridine 
nucleotiden 
3,4+0,6 
8,4+1,0 
14,6+1,4 
16,6+1,1 
32,85+1,62 
60,27+6,06 
NAD 
ADPR 
5.02+1,63 
3,68+1,19 
8,20+0,80 
7,40+1,74 
5,47+1,00 
4,57+1,00 
NADP 
ADPRP 
0,46+0,12 
0,30+0,12 
0,51+0,05 
1,24+0,18 
0,53+0,02 
0,46+0,04 
Morton (1958) constateerde, dat in embryonale cellen de hoeveelheid 
NAD per cel geringer was dan in de volwassen cellen. De activiteit 
van het nicotinamide-mononucleotide adenyltransferase (EC 2.7.7.1) 
loopt met dit gehalte parallel. 
De synthese van NAD heeft in de kern plaats. Het nicotinamide-mono­
nucleotide adenyltransferase komt namelijk uitsluitend in de kern voor 
(Morton 1961). 
De vorming van nicotinamine-adenine-dinucleotide in de kern zou 
volgens Morton een unieke controle op het celgebeuren kunnen zijn. 
Een celdeling zou optreden als de concentratie van het NAD in het cyto-
plasma door de toenemende hoeveelheid hiervan beneden een minimum­
niveau daalt. Morton veronderstelt nu, dat iedere celdeling leidt tot 
een toename in de activiteit van het nicotinamide-mononucleotide 
adenyltransferase. Na iedere celdeling zou daardoor de hoeveelheid 
NAD in het cytoplasme verhoogd worden. Er zal geen celdeling meer 
optreden als de concentratie van NAD in het cytoplasma niet meer be­
neden het minimumniveau daalt. De cel is dan volwassen, gedifferen­
tieerd. 
Bij tumoren zou een genetische lesie optreden, waardoor niet na iedere 
celdeling de activiteit van het nicotinamide-mononucleotide adenyl­
transferase toeneemt, en de cel dus steeds een laag NAD-gehalte 
houdt (en daardoor een inductie tot celdeling). 
Toevoegen van nicotinezuuramide aan lever en niet maligne animale 
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cellen in vitro (Morton 1961) geeft een toename in de concentratie van 
het NAD, terwijl een toevoeging van nicotinezuuramide aan tumorcellen 
de NAD-concentratie in de cellen niet beïnvloedt. In overeenstemming 
hiermee wordt de celdeling in de gekweekte niet maligne cellen onder-
drukt; in de tumorcellen daarentegen niet. 
In het ee r s t e geval is het nicotinezuuramide blijkbaar de beperkende 
factor voor de synthese van het NAD; bij de tumorcellen daarentegen 
is het nicotinezuuramide adenyltransferase de beperkende factor. 
Hoge concentraties nicotinezuuramide zouden de NAD-synthese s t i -
muleren. Het ATP zou dan vooral voor de vorming van NAD verbruikt 
worden, en daardoor zou de synthese van nucleïnezuren geremd wor-
den. De remming van de nuclemezuursynthese zou dan leiden tot een 
remming van de celdeling. Deze idee van competitie van NAD en RNA 
om het ATP werd door proeven van Revel (1961) bevestigd. 
Injectie van ratten met nicotinezuuramide (50-65 mg per 100 gram 
lichaamsgewicht) doet de P- incorporat ie in het RNA van de normale 
nier , alsook van de nier 4 a 5 dagen na eenzijdige nefrectomie, dalen, 
terwijl de ^^P-inbouw in de vrije nucleotiden juist toeneemt. Bij tumor-
cellen is e r geen enkele invloed van het nicotinezuuramide op de 32p_ 
inbouw in het RNA noch op die in de vrije nucleotiden te constateren. 
Bij ra t te lever na hepatectomie, eveneens een sneldelend systeem, 
hebben wij een veel grotere hoeveelheid NAD per cel gevonden dan bij 
de controle-rat te lever . Door verschillende auteurs (Morton 1961, 
Stripe 1961, Winzerith 1965) wordt na hepatectomie ( resp . 48, 24 en 
18 uur) geen verschil of een geringe daling in de NAD-concentratie 
ten opzichte van de controle-rat te lever gevonden. De toename van de 
pyridine nucleotiden na hepatectomie vonden wij s teeds , en de hoe-
veelheid pyridine nucleotiden was significant verschillend van die van 
de normale ra t te lever . De gevonden gegevens zijn niet in overeen-
stemming te brengen met de theorie van Morton. 
In tabel XIV vatten wij alle gegevens over de samenstell ing van de 
nucleotidenpool in de verschillende celtypen samen. 
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Conclusie 
Samenvattend kunnen wij zeggen, dat het nucleotidenpatroon, opgege-
ven door Schmitz (1963), als geldend voor cellen van het stofwisse-
lingstype o.a. levercellen, niet met onze waarnemingen overeenstemt. 
De som van de adenine + pyridine nucleotiden (volgens Schmitz 55%) 
wijkt immers in alle door ons onderzochte leverceltypen af (rattelever 
68,3, ra t te lever na hepatectomie 62,0, runderlever 78,4, kalfslever 
70,2, runderlevercellen in vitro gekweekt gemiddeld 49,2). 
De nucleotidenpool blijkt gevoelig te zijn voor fysiologische verande-
ringen van de cel. Bij ra t te lever na hepatectomie is de totale hoeveel-
heid nucleotiden per cel groter dan bij normale ra t te lever . 
Bij deze weer delende rattelevercellen treedt een verschuiving op 
in de verhouding adenine : uracil nucleotiden. Deze verhouding is bij 
normale rattelevercellen 5,32 en neemt na hepatectomie af tot 3,37. 
Iets dergelijks zien wij ook bij de runderlevercellen. De verhouding 
adenine : uracil nucleotiden voor volwassen-runderlever, kalfslever 
en runderlevercellen in vitro gekweekt, is respectievelijk 6,04, 4,26 en 
1,82. Hoe groter de delingsfrequentie der cellen is , hoe lager de ver-
houding adenine : uracil nucleotiden. 
De verhouding uracil nucleotiden : uridinecoënzymen schijnt een 
vaste verhouding te zijn voor iedere diersoort ; en wel + 0,77 voor 
rat te lever (normaal zowel als na hepatectomie), en + 1,6 voor run-
derlever (zowel voor de lever van het volwassen rund als voor kalfs-
lever en in vitro gekweekte runderlevercellen). 
De concentratie cytosine nucleotiden is bij sneldelende cellen altijd 
hoger dan bij niet meer delende cellen. De geringe concentratie cyto-
sine nucleotiden bij niet meer delende cellen zou een beperkende fac-
tor kunnen zijn in de biosynthese van DNA, en daarmede een factor, 
die een rol zou kunnen spelen in de regulatie en het tot stilstand komen 
van de groei. 
In de nucleotidenpool kan een samenhang aangetoond worden tussen 
verschillende metabolische typen en de samenstelling van de pool. 
De rat te lever heeft in verhouding meer UDP-coënzymen dan het rund. 
Het UDP-glucose speelt i m m e r s een belangrijke rol bij de verwerking 
van glucose tot glycogeen in de lever van de rat . In de runderlever 
treedt praktisch geen glycogeenvorming op en worden weinig UDP-
coënzymen aangetroffen. 
De hoeveelheid FAD is in de runderlever daarentegen veel groter 
dan in de rat te lever . Het FAD speelt een belangrijke rol bij de oxyda-
tie van de vetzuren in de runderlever. 
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T a b e l XIV 
Α. De gemiddelde verdeling van de vrije nucleotiden inde verschillen­
de celtypen in μηιοί per 1000 mg drooggewicht 
B. De gemiddelde procentuele verdeling van de vrije nucleotiden in de 
verschillende celtypen 
C. De gemiddelde verdeling van de vrije nucleotiden in цтоі χ ІОЮ 
per cel van de verschillende celtypen 
A 
celtype 
lever r a t 
l ever r a t 24 uur na hepatectomie 
lever rund 
lever kalf + 3 mnd. 
lever foetus rund 
levercel len in monolayer 
leverce l len in suspens ie 
η 
6 
6 
6 
6 
5 
5 
6 
adenine 
nucleo­
tiden 
15,00+0,16 
18.18+0,59 
9,72+0,83 
13,85+0,77 
13,66+0,53 
14,22+0,80 
18,78+0,45 
guanine 
nucleo­
tiden 
1,35+0,03 
1,75+0,08 
0,76+0,08 
1,91+0,11 
1,72+0,14 
2,57+0,16 
2,87+0,18 
cytosine 
nucleo­
tiden 
0,32+0,07 
0,61+0,13 
0,03 
0.25 
0.65+0,17 
1,49+0,10 
uraci l 
nucleo­
tiden 
2.91+0.25 
5,42+0,23 
1,74+0,31 
3,42+0,28 
2,66+0,36 
8,86+0,37 
9.2θτΟ,31 
ur idine 
c o -
enzymen 
3,92+0,09 
6,97+0,42 
1,04+0,03 
2,17+0,11 
3,41+0,15 
5,86+0,18 
5,91+0,38 
В 
celtype 
lever ra t 
lever ra t 24 uur na hepatectomie 
lever rund 
lever kalf + 3 mnd. 
lever foetus rund 
levercel len in monolayer 
levercel len in suspensie 
η 
6 
6 
6 
6 
5 
5 
6 
adenine 
nucleo­
tiden 
55,9+0,8 
46,9+0,5 
57,6+1,2 
54,9+2.1 
56,1+0,9 
40,0+0,8 
47,6+0,4 
guanine 
nucleo­
tiden 
5,0+0,1 
4,6+0,3 
4,65+0,7 
7,6+0.4 
7,1+0.5 
7,2+0,3 
7,3+0,4 
cytosine 
nucleo­
tiden 
1,2+0,2 
1,6+0.3 
0.2+0,1 
1,0+0,5 
1,6+0,5 
3,8+0,2 
urac i l 
nucleo­
tiden 
10,8+0,8 
14,0+0,5 
10,0+1,1 
13,6+1,2 
10,7+0,3 
26,1+1,2 
23,5+0,4 
ur idine 
co-
enzymen 
14,6+0,2 
18,0+0,8 
6,4+0,5 
8,6+0,3 
14,1+0,4 
17,2+0.7 
14,9+0,6 
С 
celtype 
l ever ra t 
l e v e r ra t 24 uur na hepatectomie 
l ever rund 
lever kalf + 3 mnd. 
levercel len in monolayer 
levercel len in suspens ie 
η 
6 
6 
6 
6 
5 
6 
adenine 
nucleo­
tiden 
147,8+3,3 
182,8+6,5 
46,8+4,8 
52,1+2,6 
43,4+4,6 
52,9+2,2 
guanine 
nucleo­
tiden 
13,3+0,2 
17,6+0.9 
3,6+0,4 
7,2+0,5 
7,9+1,0 
8,2+0,7 
cytosine 
nucleo­
tiden 
3,2+0,2 
6,1+1,3 
0.1 
1,7+0,6 
4,2+0,4 
urac i l 
nucleo­
tiden 
28,7+2,4 
54,6+2.6 
8,5+1,7 
12,9+0,9 
28,1+2,7 
26,1+1.3 
totaal 
u n d i n e 
enzymen 
38.7+1,2 
70,1+4,3 
5,0+0,2 
8,1+0,3 
18,5+1,3 
16,7+1,3 
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A. The mean distribution of the free nucleotides in the different types 
of cells in μτηοΐ per 1000 mg dry weight 
B. The mean percent distribution of the free nucleotides in the different 
types of cells 
C. The mean distribution of the free nucleotides in цтоіх ІОЮ per cell 
in the different types of cells 
pyridine 
nucleo-
tiden 
3,34+0,15 
5,86+0,58 
3,46+0,17 
3,83+0.31 
2,70+0,14 
2,63+0,17 
1,20+0,17 
в о т 
nucleo-
tiden 
26,84+0,37 
38,78+1,30 
16,75+1,20 
25,17+0.61 
24,41+1,16 
33,75+0.78 
39.50+1.12 
pyr idine 
nucleo-
tiden 
12,4+0,2 
15,1+1,3 
20,8+1,0 
15,3+1,6 
11,1+0.6 
7,8+0,6 
3.0+0,4 
л/и 
5,32+0.39 
3,37+0.12 
6,04+0.56 
4,26+0,57 
1,61+0,11 
2,04+0,03 
U/UDPco 
0,75+0,06 
0,79+0,05 
1,68+0,30 
1,60+0.17 
1,51+0,04 
1,59+0,07 
adenine + 
pyridine 
nucleo-
tiden 
68,3 
62,0 
78,4 
70.2 
67,2 
47,8 
50,6 
UDP 
hexos-
aminen 
16,0 
32,5 
2.1 
5.4 
13,5 
ППР 
hexosen 
22,7 
37,6 
2.9 
2.7 
5.0 
pyridine 
nucleo-
tiden 
32,9+1,6 
60,3+6,1 
16,6+1.1 
14,6+1,4 
8,4+1,0 
3,4+0,6 
NAD 
15,93+0,90 
32,67+4,41 
8,58+0,86 
8,43+1,22 
5,58+0,99 
1,88+0,35 
ADPR 
3,50+0,69 
8,03+1,02 
1,45+0,33 
1,10+0,19 
1,80+0,43 
0,53+0,13 
NADP 
4,63+0,23 
5,98+0,53 
3,57+0,41 
1,68+0,12 
0,28+0,10 
0,27+0,03 
ADPR Ρ 
8,80+0.58 
13,53+1,37 
2,97+0,23 
3,32+0,13 
0,78+0,13 
0.77+0,17 
som 
nucleo-
tiden 
264,6+5,9 
390,4+15,6 
80,6+7,2 
94,8+1,9 
108,1+10,0 
111,3+5,6 
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HOOFDSTUK VI 
RELATIES TUSSEN DE NUCLEOTIDENPOOL 
EN NUCLEÏNEZUUR IN LEVERCELLEN 
De nucleïnezuren staan in relat ie tot de vrije nucleotiden. De nucleïne-
zuurmoleculen worden immers opgebouwd uit elementen van de pool 
(nucleoside-trifosfaten). Daar nu de som van de nucleotiden in de 
nucleïnezuren veel groter is dan de som van de vrije nucleotiden (zie 
tabel XV), zou men mogen verwachten dat veranderingen in het nuclêïne-
zuur-metabol isme zich zou weerspiegelen in de grootte en/of samen-
stelling van de nucleotidenpool. 
Bij de runderlevercellen in vitro zien wij een toename in het DNA-
gehalte per cel. Deze toename kan voor een gedeelte toegeschreven 
worden aan het snelle del ingsri tme der cellen, waardoor steeds een 
gedeelte de r cellen (30%) in de DNA-synthetische fase verkeert en dus 
tussen '2 n' en '4 n' DNA bevat, en een aantal cellen (15%), reeds 
het '4 n'-DNA-stadium hebben bereikt (G 2-fase-cellen). Op basis van 
deze gegevens kan men uitrekenen, dat het diploïde-gehalte van de 
gekweekte cellen, uitgedrukt als DNA-P 454 χ 10"Ю μηιοί moet zijn. 
Dit gehalte is echter ook nog veel hoger dan de '2 n '-waarde van de 
normale runderlevercellen (200 χ 10" Ю ц т о і ) . Zeker zijn ook het toe­
genomen aantal chromosomen en de veranderde morfologie van de 
chromosomen (zie blz.56) mede oorzaak van de verhoging van de hoe­
veelheid DNA per cel. Zo lijkt het waarschijnlijk, dat de chromosomen 
met mediane centromeren ontstaan zijn uit een normaal acrocentr i sch 
chromosoom plus een door translokatie verkregen stuk. 
Het RNA-gehalte is bij de gekweekte cellen eveneens s terk toegeno­
men, zij het procentueel minder dan het DNA. In het algemeen wordt 
aangenomen, dat snelgroeiende cellen veel RNA bevatten; dit gaat wel 
op voor onze gekweekte cellen, m a a r niet voor de kalfslever ten op­
zichte van die van het volwassen rund. De reden van deze discrepantie 
is niet duidelijk. 
De grootte van de nucleotidenpool houdt in de onderzochte celtypen 
geen duidelijk verband, noch met de totale hoeveelheid nucleïnezuren, 
noch met één van beide componenten. De som van de nucleotiden is bij 
de cellenkweek slechts 16% groter dan bij de kalfslever en 37% groter 
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T a b e l XV 
De hoeveelheden DNA-Ρ, RNA-Ρ en de vrije nucleotiden 
in ц т о і р е г 1000mgdrooggewicht(koloma,b I c)resp.Hmolx ІОЮ per cel 
(kolom d, e, f) in de verschillende celtypen 
DNA-Ρ RNA-Ρ nucleotiden 
a b c 
runderlevercel len in suspensie 
runderlevercel len in monolayer 
kalfslever + 3 mnd. 
lever rund 
rat te lever 
ra t te lever 
24 uur na hepatectomie 
211+7 
189+9 
55+1 
43+1 
31+1 
33+1 
315+11 
277+9 
113+6 
103+7 
137+1 
178+1 
39,50+1,12 
33,75+0,78 
25,17+0,61 
16,75+1,20 
26,84+0,37 
38,78+1,30 
dan bij het volwassen rund, terwijl de toename van de nucleïnezuren 
100^ of meer bedraagt. De totale hoeveelheid gebonden nucleotiden 
(DNA + RNA) is bij de gekweekte cellen gemiddeld met 769 .umol χ 
10~10 per cel toegenomen, terwijl de totale hoeveelheid vrije nucleo­
tiden slechts met 30 μπιοί χ 10"*" per cel is toegenomen. De verhou­
ding gebonden : vrije nucleotiden ligt bij de gekweekte levercellen veel 
ongunstiger dan bij de cellen van de runderlever in vivo, ni. 13,4 t e ­
genover 8,6. De pool is dus bij de kweek relatief z e e r laag en is mis­
schien beperkend voor de groeisnelheid van de cultuur: toevoeging 
daarentegen van nucleotiden of nucleosiden aan het medium van de 
cellenkweek heeft geen invloed op de groeisnelheid van de cultuur. 
Het zou daarom kunnen zijn, dat de cellen geen gebrek hebben aan 
deze verbindingen, m a a r dat er niet voldoende aanmaak mogelijk is 
van de energieri jke vormen van deze verbindingen, zoals uit het lage 
gehalte aan adenine nucleotiden af te lezen is (vgl. Energietype van 
Schmitz). 
Bij de regenererende ratte lever is het gemiddelde DNA-gehalte per 
cel iets verhoogd door de aanwezigheid van S- en G2-fase-cellen. Ook 
bij deze snelgroeiende cellen treedt een duidelijke toename van de hoe­
veelheid RNA en vrije nucleotiden per cel op. Ondanks verschillen in 
absolute hoeveelheden is bij de cellen van de lever van volwassen rund 
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The quantity of DNA-P, RNA-P and the free nucleotides 
in цтоі per 1000 mg dry weight (column a, b, c) respectively μπιοί χ 10*0 
per cell (column d, e, f) in the different types of cells 
DNA-P 
d 
590+18,6 
590+27,5 
205,5+4,8 
206+7,3 
305+8,1 
32744,9 
RNA-P 
e 
881+29,8 
866+28,5 
426+23,4 
488+34,1 
1365+11,2 
1783+8,0 
nucleotìden 
f 
111.3+5,6 
108,1+10,0 
94,8+1,9 
80,6+7,2 
264,6+5.9 
390,4+15,6 
RNA/DNA 
g 
1,49 
1,47 
2,07 
2,37 
4,48 
5,45 
nucleïnezuren 
nucleotìden 
h 
13,2 
13,5 
6.7 
8,6 
6,3 
5,4 
en rat de verhouding van RNA en vrije nucleotìden ongeveer even groot. 
Veranderingen echter in de delingsactiviteit van de cellen gaan niet 
gepaard met gelijkluidende veranderingen in de grootte van de pool. 
Bij de ratten treedt bij een overgang naar actieve deling een stijging 
in de nucleotidenpool op van 50% en een toename van het RNA-gehalte 
van 30%; bij de gekweekte runderlevercellen is de stijging van de nu-
cleotidenpool nog geen 40%, die van het RNA 80%. De verhouding 
Δ RNA : Δ pool is dan bij de rat 0,6, bij het rund > 2. (Voor het 
DNA gelden nog extremere verschillen: Δ DNA : Δ pool is bij de 
rat 0,14, bij het rund 4,7!) 
De hier beschouwde verschillende leverceltypen beschikken blijkbaar 
over verschillende efficiënte regulatiesystemen voor de grootte van de 
pool. Bij alle celtypen is de hoeveelheid vrije deoxynucleotiden zeer 
laag, zowel bij delende als bij niet delende cellen. 
Behalve een samenhang tussen de hoeveelheid nucleïnezuren en de 
grootte van de pool hebben wij getracht een verband te vinden tussen 
de versterkte nucleïhezuursynthese en de samenstelling van de vrije-
nucleotidenpool. Wij beperken ons hier verder tot het RNA en wel het 
cytoplasmatisch RNA dat 90-95% van het totale RNA van de cel omvat. 
Dit cytoplasmatisch RNA werd met Sephadex G 200 in een hoog- en 
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Fig. 14. Verdehngspatroon van cytoplasmatisch RNA van gekweekte levercellen, na 
centrifugeren gedurende 16 uur bij 25.000 o.p.m. bij CPC in een Spinco-rotor SW 25-3, 
in een gradient van 4-30% saccharose in 0,01 M Tris HCl-buffer pH 7,4 waarin 0,001 
M MgCl2. 
14. Distribution pattern of cytoplasmic RNA of cultured bovine liver cells, after 
centrifugation during 16 hours at 25,000 r.p.m. at 0oC m a Spmco rotor SW 25-3, in 
a gradient of 4-30% sucrose in 0.01 M Tris HCl buffer pH 7.4, containing 0.001 M 
MgCl2. 
een laagmoleculair gedeelte gescheiden (7ie figuur 4). 
Een zelfde monster van cytoplasmatisch RNA op een saccharose gra­
dient (4-30% saccharose), gaf het volgende beeld (zie figuur 14). 
Wij zien een tweetoppig hoogmoleculair RNA, waarschijnlijk 28S en 
18S, een laagmoleculaire top en een kleine piek aan de top van de buis, 
die waarschijnlijk uit afbraakprodukten van RNA bestaat. Ook bij de 
scheiding met Sephadex G 200 vonden wij een kleine piek na het laag­
moleculair RNA. Bij het neerslaan van deze laatste piek met alcohol 
bleek een groot gedeelte (75%) oplosbaar te zijn in 66%-alcohol, zodat 
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de conclusie, dat het hier gaat om kleine oligonucleotiden, gewettigd 
lijkt. Voor het cytoplasmatisch RNA van alle typen runderlevercellen 
werd hetzelfde patroon gevonden. 
In tabel XVI en XVII wordt respectievelijk een overzicht gegeven van 
de basensamenstelling van de hoog- en de laagmoleculaire componen-
ten van het cytoplasmatisch RNA. 
Ofschoon wij zouden verwachten, dat het hoogmoleculaire RNA (het 
ribosomale) van de verschillende runderlevercellen geen verschillen 
zou vertonen in nucleotiden-samenstelling, is het merkwaardig, dat 
de hoogmoleculaire RNA van de kalfslever in zijn basensamenstelling 
significant verschilt van de andere runderceltypen (variantie-analyse 
en contrastmethode van Scheffé). Wij kunnen geen verklaring voor deze 
afwijkende samenstelling geven. De basensamenstelling van de laag-
moleculaire RNA-fractie (vooral aminozuurtransporteur RNA) is bij 
alle onderzochte runderceltypen waarschijnlijk niet verschillend. 
Tussen het hoog- en laagmoleculair RNA onderling treden duidelijke 
С + С 
verschil len op. De verhouding — is voor hoogmoleculair RNA van 
Л + U 
rund en runderlevercellen in vitro + 1,85 (voor kalf 1,67) en voor alle 
typen laagmoleculair RNA + 1,54. De hoeveelheid cytidylzuur is bij 
beide typen altijd kleiner dan de hoeveelheid guanylzuur. Aangezien 
de basen-samenstel l ing van het r ibosomale RNA alsook van het 
transporteur-RNA voor alle typen runderlevercellen (uitgezonderd het 
r-RNA van kalfslever) niet significant verschillen, is het onwaar­
schijnlijk, dat e r een verband bestaat tussen de basensamenstell ing 
van het RNA en de vrije-nucleotidenpool. 
De verhouding van de hoeveelheden hoogmoleculair : laagmoleculair 
RNA was voor de verschillende celtypen uiteenlopend (zie tabel XVIII). 
De toename in de hoeveelheid RNA per cel bij de runderlevercellen 
in vitro ten opzichte van kalfs- en runderlever komt praktisch geheel 
voor rekening van het hoogmoleculair RNA, het ribosomaal RNA. Elek­
tronenmicroscopische foto's van in vitro gekweekte cellen geven 
echter in het geheel niet de indruk van een s terk toegenomen aantal 
mono- of polysomen. Wel is gebleken, dat het aantal vrije r ibosomale 
subunits s terk verhoogd is (Kuyper en van Os, p e r s . med.). 
Conclusie: 
Er is geen direct kwantitatief verband tussen de hoeveelheid nucleïne-
zuur en de grootte van de nucleotidenpool. De basensamenstell ing van 
het hoogmoleculaire RNA, het ribosomale RNA, van kalfslever ver-
schilt significant van de andere runderleverceltypen. De basensamen-
85 
T a b e l XVI 
Procentuele nucleotidenverhouding van de hoogmoleculaire RNA's 
in de verschillende celtypen 
celtype η cytidylzuur adenylzuur guanylzuur 
runderlevercel len 
in suspensie 
runderlevercel len 
in monolayer 
lever kalf + 3 mnd. 
lever rund 
23 
24 
42 
40 
31,7+0,2 
31,9+0,2 
28,7+0,3 
31,2+0,2 
17,3+0,1 
16,5+0,1 
16,5+0,1 
17,0+0,1 
33,7+0,3 
33,5+0,2 
33,9-K>,2 
33,4+0,2 
T a b e l XVII 
Procentuele nucleotidenverhouding van de laagmoleculaire RNA's 
in de verschillende celtypen 
celtype η cytidylzuur adenylzuur guanylzuur 
runderlevercel len 
in suspensie 
runderlevercel len 
in monolayer 
lever kalf + 3 mnd. 
lever rund 
25 
21 
31 
54 
25,440,4 
28,0+0,4 
28,4+0,4 
27,740,2 
18,6+0,2 
16,6+0,2 
17,9+0,1 
17,940,1 
35,0+0,5 
32,440,4 
32,6+0,2 
33,340,1 
stelling van de laagmoleculaire RNA-fractie is bij alle runderceltypen 
waarschijnlijk gelijk. De verhouding hoogmoleculair : laagmoleculair 
RNA is voor de verschillende celtypen zeer uiteenlopend. 
De toename in de hoeveelheid RNA per cel bij de gekweekte lever­
cellen komt geheel voor rekening van het hoogmoleculaire RNA. 
Ofschoon bij de in vitro gekweekte cellen continu grote hoeveelheden 
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The percent ratio of the nucleotides of the high molecular weight RNA 
in the different types of cells 
uridylzuur 
17,3+0,2 
18,1+0,1 
20,9+0,2 
18,4+0,2 
pyrimidine 
nucleotiden 
49,0 
50,0 
49,6 
49,6 
purine 
nucleotiden 
51,0 
50,0 
50,4 
50,4 
guanylzuur + 
cytidylzuur 
65,4 
65,4 
62,6 
64,6 
adenylzuur + 
uridylzuur 
34,6 
34,6 
37,4 
35,4 
The percent ratio of the nucleotides of the low molecular weight RNA 
in the different types of cells 
uridylzuur 
21,0+0,6 
23,0+0,5 
21,1+0,2 
21,1+0,2 
pyrimidine 
nucleotiden 
46,4 
51,0 
49,5 
48,8 
purine 
nucleotiden 
53,6 
49,0 
50,5 
51,2 
guanylzuur + 
cytidylzuur 
60,4 
60,4 
61,0 
61,0 
adenylzuur + 
uridylzuur 
39,6 
39,6 
39,0 
39,0 
nucleotiden uit de pool overgebracht worden naar de polynucleotiden 
(DNA en RNA), is de werkelijke grootte van de pool en zijn samen-
stelling weinig veranderd. Dit wijst op een zeer efficiënt regelmecha-
nisme, waardoor wijzigingen van de influx en efflux uit de pool vrijwel 
niet tot uiting komen in omvang en samenstelling van de pool. 
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T a b e l XVIII 
De gemiddelde totale hoeveelheid RNA, 
de gemiddelde hoeveelheid hoog- en laagmoleculair RNA 
in мтоі Ρ χ lulo per cel in de verschillende celtypen 
en de gemiddelde verhouding van hoog- en laagmoleculair RNA 
The mean quantities of total RNA, 
high and low molecular weight RNA 
in цтоі Ρ χ lOlO per cell in the different types of cells 
and the mean ratio of high and low molecular weight RNA 
celtype 
runderlevercel len 
in suspensie 
runderlevercel len 
in monolayer 
lever kalf + 3 mnd. 
lever rund 
umol RNA-P χ ЮЮ p e r cel 
totaal 
RNA 
881 
866 
426 
488 
hoog-
molecu-
la i r 
RNA 
769,5 
728,5 
304,3 
388,3 
laag­
molecu­
la i r 
RNA 
111,5 
137,5 
121,7 
99,6 
hoogmoleculair RNA 
laagmoleculair RNA 
6,9+0,3 
5,3+0,5 
2,5+0,3 
3,9+0,6 
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SAMENVATTING 
Vele onderzoekers hebben een analyse van de nucleotidenpool nage-
streefd. Daar met verschillende extractiemethoden geen identieke 
resultaten werden verkregen, en bovendien de meeste onderzoekers 
als betrekkingsgrootte voor de nucleotidenpool het versgewicht van 
het weefsel namen, waardoor een vergelijking van verschillende weef-
sels van één diersoort of één weefsel van verschillende diersoorten 
niet mogelijk was, hebben wij de gehele procedure krit isch getest, 
nl. het vei zamelen van het mater iaal , de extractie ervan, de scheiding, 
de identificatie en de kwantitatieve bepalingen van de afzonderlijke 
componenten. In figuur 5 op blz.30 vordt een vergelijking gegeven van 
de verschillende uitgeteste extractiemethoden. 
De extractie van de vrije nucleotiden werd tens lofe uitgevoerd vol-
gens een modificatie van de methode van Minard en Davis (zie blz . l5) . 
De vrije nucleotiden werden gescheiden op Dowex 1 χ 8 in de formiaat-
vorm volgens de methode van Hurlbert (1954). Door veranderingen in 
de elutie-gradiënt konden verschillende pieken beter van elkaar ge-
scheiden worden. 
Na concentratie van de fracties door droogvriezen, werd papierchro-
matografie toegepast om de identiteit van de nucleotiden te bevestigen 
en om de componenten van sommige mengpieken te scheiden en nader 
te identificeren. Daar tijdens het droogvriezen van de vloeistof van de 
piek altijd een gedeeltelijke hydrolyse optrad, waardoor bij de 'meng-
pieken' van de di - en tri-fosfaten het aantal te scheiden componenten 
vergroot werd en in vele gevallen de scheiding daardoor onmogelijk 
werd, werd de droge stof van de piek in 1 N HCl gehydrolyseerd; 
hierdoor waren als enige componenten purine basen en pyrimidine 
monofosfaten aanwezig. Indien in de piek NAD, NADP of IMP tegelijk 
met een adenine nucleotide voorkwam, werd het mater iaal uit de piek 
niet gehydrolyseerd, daar het nicotinezuuramide resp . het hypoxan-
thine met loopvloeistof 1 dezelfde R^-waarde hadden als adenine. 
De identificatie van de nucleotiden berust op: 
1. de volgorde, waarin de nucleotiden van de kolom geëlueerd worden 
(zie figuur 6); 
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2. spectrofotometrische gegevens; 
3. papierchromatografisch gedrag; 
4. chemische analyse. 
De gevolgde methoden maakten het mogelijk om volkomen reprodu-
ceerbaar 18 componenten in de pool aan te tonen en kwantitatief te 
bepalen. 
In tabel XIV wordt een overzicht gegeven van de samenstelling van 
de nucleotidenpool in de verschillende celtypen. 
De idee van Schmitz, dat het nucleotidenpatroon van een bepaald 
type cel vast zou liggen, kon niet door ons worden bevestigd. De som 
van de adenine + pyridine nucleotiden - bij Schmitz 55% van alle nu-
cleotiden - wijkt in alle door ons onderzochte leverceltypen af ( ra t te-
lever 68,3, ra t te lever na hepatectomie 62,0, runderlever 78,4, kalfs-
lever 70,2, runderlevercellen in vitro gekweekt gemiddeld 49,2). De 
vergelijking van de nucleotidenpool van de verschillende celtypen ge-
schiedde steeds op cellulaire basis , aangezien ons dit bij een verge-
lijking van levercellen van verschillende diersoorten het meest reëel 
leek (zie tabel IX). 
De nucleotidenpool blijkt gevoelig te zijn voor fysiologische veran-
deringen van de cel. Zowel bij ra t te lever na hepatectomie alsook bij 
runderlevercellen in vitro is de totale hoeveelheid nucleotiden per cel 
groter dan bij resp . normale ra t t e - en runderlevercellen. Bij deze 
celtypen met actieve celdeling treedt een duidelijke verlaging op van de 
verhouding adenine-nucleotiden : uracil-nucleotiden, nl. van 5,32 naar 
3,37 r e sp . van 6,04 naar 1,82. Deze verschuiving komt tot stand door de 
s terke stijging van de uracil nucleotiden (zie tabel XIV). 
De verhouding uracil nucleotiden : uridine coënzymen is in ons ma-
ter iaa l voor iedere diersoort constant en wel + 0,77 voor ra t te lever-
cellen en + 1,6 voor runderlevercellen. 
De concentratie cytosine nucleotiden is bij alle delende cellen altijd 
hoger dan bij niet delende cellen. De geringe concentratie cytosine 
nucleotiden bij de niet meer delende cellen zou een beperkende factor 
kunnen zijn in de biosynthese van DNA, en zou zodoende ook een rol 
kunnen spelen in het tot stilstand komen van de deling van de cellen. 
De nucleotidenpool is ook aangepast aan het metabolische type van de 
verschillende typen levercellen. De rat televercellen hebben per cel 
meer uridine coënzymen dan het rund. De glycogeen-synthese heeft 
immers bij de rat een relatief veel gro tere omvang dan bij het rund. 
Bij het rund worden in de lever vetzuren, ontstaan door fermentatie-
react ies in de pensmaag, verwerkt. Hiermede stemt goed overeen de 
grotere hoeveelheid FAD in de runderlever ten opzichte van de ra t te lever . 
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De theorie van Morton (1958), dat de vorming van NAD in de kern een 
unieke controle op het celgebeuren zou kunnen zijn, kon niet in alle 
gevallen met onze waarnemingen in overeenstemming worden ge-
bracht. In deze theorie veronderstelt hij, dat een hoge concentratie 
NAD in het cytoplasma de celdeling zou remmen, en dat een daling 
van de NAD-concentratie beneden een minimumniveau een prikkel 
geeft tot celdeling. Bij de ra t te lever na hepatectomie, een delend 
systeem, is de NAD-concentratie hoger dan bij de normale ra t te lever . 
De lagere NAD-concentratie in de in vitro gekweekte runder levercel -
len ten opzichte van de runderlevercellen van een volwassen rund, is 
in overeenstemming met de theorie van Morton. 
Ook de 'gebonden nucleotiden', de nucleïnezuren, zijn in ons onder-
zoek betrokken, vooral de kwantitatief meest belangrijke, de r ibo-
nucleïnezuren. 
Aangezien een extractie van het nucleaire RNA op vele moeilijkheden 
stuitte en de hoeveelheid nucleair RNA toch slechts een gering deel 
van het totale RNA uitmaakt (zie hfdst. IV), hebben wij ons uiteindelijk 
beperkt tot het cytoplasmatisch RNA, ook al is dan juist het nieuw ge-
synthetiseerde RNA niet in de beschouwing betrokken. Het cytoplasma-
tisch RNA werd met een geringe modificatie van de methode van 
Coolsma (1966) geïsoleerd (zie hfdst. II). De fractionering van het 
cytoplasmatisch RNA geschiedde aanvankelijk via een MAK-kolom 
(zie figuur 13), maar omdat een gedeelte van het RNA i r revers ibe l 
aan de kolom hechtte, werd deze methode niet meer toegepast. Uit-
eindelijk geschiedde de fractionering met behulp van Sephadex G 200 
(zie figuur 4). Een suikergradiëntpatroon (4-30% saccharose) van het 
cytoplasmatisch RNA gaf een tweetoppige hoogmoleculaire piek, waar-
schijnlijk 28 S en 18 S RNA, een laagmoleculaire piek en een kleine piek 
aan de top van de buis, die waarschijnlijk uit afbraakprodukten be-
stond (zie figuur 14). 
De basensamenstell ing van het hoogmoleculaire r ibosomale RNA van 
kalfslever verschilt significant van dat van andere runderceltypen (zie 
tabel XVI). De verklaring hiervoor is onbekend. De basensamenstel-
ling van het laagmoleculaire RNA is waarschijnlijk bij alle runder-
leverceltypen gelijk (zie tabel XVII). 
De toename in de hoeveelheid RNA bij de runderlevercellen in vitro 
komt geheel voor rekening van het hoogmoleculaire RNA, ofschoon het 
aantal ribosomen niet is toegenomen. Er is geen verband af te leiden 
tussen de hoeveelheid nucleïnezuur en de grootte of samenstell ing van 
de nucleotidenpool (zie tabel XV). 
Wijzigingen in de efflux van de pool, b.v. door grotere nucleïhezuur-
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Synthese, hebben geen grote veranderingen in de grootte en de samen-
stelling van de pool doen optreden. Dit zou wijzen op een zeer efficiënt 
regelmechanisme van de pool, zodat de influx steeds aangepast wordt 
aan de efflux. 
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SUMMARY 
Many investigations have attempted an analysis of the pool of free 
nucleotides in the cell. Variable results were obtained, however, due 
to differences in extraction methods etc. Moreover, most authors 
chose as a reference value the fresh weight of the tissue, and this 
reference makes it difficult to compare results from the same tissue 
in different animals, or from different tissues of the same animal. 
Therefore we critically retested the whole procedure: the sampling 
and extraction of the tissue, and the separation, identification and 
quantitative determination of the individual components from the pool. 
In fig.5 p. 30 a comparison is given between the various extraction 
methods tested. 
The extraction of the free nucleotides was finally made with modifi-
cation of the method of Minard and Davis (see page 15 ). The free 
nucleotides were separated on Dowex 1 x 8 formate according to the 
method of Hurlbert (1954). By changing the elution gradient a better 
separation of several components could be achieved. Paper chromato-
graphy, after concentration of the fractions by freeze-drying, was 
applied to confirm the identity of the components, to separate the com-
ponents of some mixtures, and further for quantitative determinations 
of the substances. During the freeze-drying procedure partial hydrolysis 
always occurred. 
The number of compounds from the di- and triphosphate mixtures 
was enlarged by this hydrolysis, and the separation in many cases 
impossible. Therefore the material from such mixtures was hydrolysed 
with 1 N HCl; then only free purine bases and pyrimidine monophos-
phates were present. 
Mixtures of NAD, NADP or IMP with adenine components were not 
hydrolysed, because nicotinamide and hypoxanthine show the same 
Rf value with chromatographic solution nr.l (see table II ) as adenine. 
The identification of the nucleotides is based on: 
1. the sequence, in which the nucleotides are eluted from the column 
(see figure 6), 
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2. spectrophotometric data, 
3. behaviour on paper chromatography, and 
4. chemical analysis. 
The methods used made it possible to demonstrate in a reproduc-
ible way 18 components in the pool and to determine them quantita-
tively. In table XIV a survey is given on the composition of the pool 
of nucleotides in the different cell types. The idea of Schmitz, that 
the pattern of the nucleotides is characteristic for a given type of 
cells, could not be confirmed by our data. The sum of the adenine + 
pyridine nucleotides, according to Schmitz 55% of all nucleotides in 
liver cells, deviates in all liver cell types examined by us (rat liver 
68.3, rat liver after hepatectomy 62.0, adult bovine liver 78.4, calf 
liver 70.2, bovine liver cells cultured in vitro average 49.2). The 
comparison of the pool of nucleotides between the liver cells from 
different sources is always made on a per cell basis, since this 
seemed to us the most informative method when comparing liver cells 
from different species of animals (see table IX). 
The pool of nucleotides appears to be sensitive to changes in the 
physiological state of the cell. 
Both in the liver of a rat after hepatectomy and in the bovine liver 
cells in vitro the total content of nucleotides per cell is higher than 
in liver cells of respectively normal rat and cow. In the cell types 
with active mitosis, there is a clear decrease of the ratio adenine 
nucleotides: uracil nucleotides, respectively from 5.32 to 3.37 and 
from 6.04 to 1.82. This shift came about by a sharp increase of the 
uracil nucleotides (see table XIV). The ratio uracil nucleotides : 
uridine coenzymes is in our material a constant one for the species; 
its value is + 0.77 for the liver cells of the rat and + 1.6 for the cells 
from bovine liver. 
The concentration of cytosine nucleotides is in all types of dividing 
cells always higher than in the non-dividing cells. The minute amount 
of cytosine nucleotides could be the limiting factor for the biosyn-
thesis of DNA in those cells which divide no more, and thus be the 
cause of the stopping of the cell division. 
The pool of nucleotides is also adapted to the metabolic type of the 
different cell types. The rat liver cells have per cell more uridine 
coenzymes than the bovine cells. Glycogen synthesis plays a relatively 
much bigger role in rat liver than in the bovine liver. Fatty acids arise 
from fermentation reactions in the rumen of the cow and are meta-
bolized in the liver. In accordance with this is the bigger quantity of 
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FAD in the bovine liver with respect to the rat l iver. 
Not all of our observations fit in with the theory of Morton (1958), 
that the formation of NAD in the nucleus could exert a unique control 
over the mitotic activity of the cell. In this theory he proposed that 
a high concentration of NAD in the cytoplasm would inhibit the cell 
division and that a decrease of the NAD concentration below a cri t ical 
level provides a stimulus for cell division. In the rat liver after 
hepatectomy, a dividing system, the NAD concentration is higher than 
in the normal rat liver. The smal ler NAD concentration in the bovine 
liver cells cultured in vitro with respect to the l iver cel ls of an adult 
cow is in accordance with the theory of Morton. 
The 'bound nucleotides' , i.e. the nucleic acids, have also been con-
sidered in our study, especially the quantitatively more important 
RNA. As the extraction of the nuclear RNA met with many difficulties 
and the quantity of nuclear RNA is only a small fraction of the total 
RNA (see chapter IV), we have limited our study to the cytoplasmic 
RNA, although the newly synthesized RNA is then not included in the 
considerations. The cytoplasmic RNA was isolated with a small mo-
dification of the method of Coolsma (1966) (see chapter II). The 
fractionation of the cytoplasmic RNA was carr ied out initially on a 
methylated albumin kieselguhr (MAK) column, but because a fraction 
of the RNA is fixed i r revers ib ly to the column, this method was aban-
doned in the la ter work. Ultimately the fractionation was carr ied out 
with Sephadex G 200 (see figure 4). Analysis of the cytoplasmic RNA 
by centrifugation in a sucrose gradient (4-30% sucrose) showed a high 
molecular weight peak with two maxima, probably 28 S and 18 S RNA, 
a low molecular weight peak and a small peak at the top of the tube, 
which probably consists of breakdown products (see figure 15). The 
base composition of the high molecular weight ribosomal RNA of calf 
liver differed significantly from that of the other bovine liver cell 
types (see table XVI). The explanation of this is unknown. The base 
composition of the low molecular RNA fractions is the same in all the 
bovine liver cell types examined (see table XVII). The increase in the 
quantity of RNA in the bovine liver cells cultured in vitro can totally 
be attributed to the high molecular weight RNA, although the number 
of r ibosomes is not increased. 
There is no clearcut correlation between the quantity of nucleic acid 
and the size or composition of the pool of nucleotides (see table XV). 
Changes in the efflux of the pool, for example through grea te r syn-
thesis of nucleic acids, do not result in great changes in the size and 
the composition of the pool. This would indicate the existence of very 
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efficient regulatory mechanisms for size and compositicn of the pool, 
so that the influx is always adapted to the efflux. 
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S T E L L I N G E N 
I 
Recente gegevens ontleend aan celhybriden zijn niet meer dan sugges­
tief voor de aanwezigheid van een locus met betrekking tot thymidine 
kinase op chromosoom 17 of 18 bij de mens. 
B.Ruben Migeon and C.Miller, Science 1968, 162, 1005. 
J.M.Renwick, Britisch Med.Bull. 1969, 25, 71. 
II 
De idee van Schmitz om de nucleotidenpatronen in twee hoofdtypen te 
onderscheiden, is niet houdbaar. 
Dit proefschrift. 
ΙΠ 
Het is onwaarschijnlijk, dat de door Graszynski uitgevoerde experimen­
ten, bedoeld om de intracellulaire localisatie van vetzuuroxyderende 
enzymen in enkele organen van de rivierkreeft Orconectes limosus te 
onderzoeken, enige uitspraak hieromtrent toelaten. 
K.Graszynski, Ztschr.f.vergi.Physiol. 1968, 60, 427. 
IV 
Waar Winzerith de ratio nucleotiden/DNA als indicatie voor de hoe­
veelheid nucleotiden per cel aangeeft, kan deze niet worden toegepast. 
M.Winzerith et al., Nature 1961, 191, 467. 
M.Winzerith, Thèse de doctorat 1965. 
V 
De door bestraling veroorzaakte inbouw van radioactief gemarkeerd 
thymidine in het DNA van zoogdiercellen mag niet zonder meer be-
schouwd worden als indicatie voor DNA synthese. 
R.Rasmussen and R.Painter: Radiation-stimulated DNA syn-
thesis in cultured mammalian cel ls . J.Cell Biol. 1966, 29, 11. 

VI 
Flindt en Hemmer baseren hun conclusies over populatiedynamiek bij 
amphibieën op onvoldoende waarnemingen. 
R.Flindt und H.Hemmer, Zool.Jb.Syst. 1968, 95, 469. 
VII 
Het vaststellen van grenzen van phytotoxisch toelaatbare concentra-
ties van luchtverontreinigingen heeft thans nog geen zin. 
H.van Haut, Staub 1961, 21, 52. 
W.A.Feder and F.J.Campbell, Phytopathology 1968,58,1038. 
VIII 
Het gemak waarmee de moderne reproductietechnieken wetenschappe-
lijke onderzoekers in staat stellen overdrukken van wetenschappelijke 
publicaties te verkrijgen, kan, gezien de huidige wettelijke regeling 
van het auteursrecht bij ondoordacht gebruik van deze techniek het 
voortbestaan van wetenschappelijke tijdschriften in gevaar brengen. 
IX 
Het gebruik van de 'h i j ' vorm in het officiële formulier tot aanvragen 
van een promotie aan deze universiteit getuigt van een even opmerkelijk 
gebrek aan realiteitszin als de toepassing van de ' z i j ' vorm; al zou 
laatstgenoemd persoonlijk voornaamwoord waarschijnlijk eerder protest 
opgeroepen hebben. 
X 
De NS zijn e r niet in geslaagd een optimale veiligheid voor de passa-
gier te bereiken bij het concipiëren en real iseren van hun mater ieel 
althans ten aanzien van de veiligheid bij het in- en uitstappen. Het in 
de rec lame der NS gehanteerde veiligheidsbegrip is daarmee wezenlijk 
ondergraven. 



